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RÉSUMÉ ET MOTS CLÉS
Avant-propos Les glucocorticoïdes synthétiques (GCs) constituent un pilier
du traitement de la leucémie lymphoblastique aigué (LLA), la principale néoplasie
chez l’enfant. Bien que contribuant à un taux de survie supérieur à 80% à 5 ans,
l’efficacité des GCs est limitée par leur toxicité potentielle, par une variabilité inter-
individuelle marquée et par une proportion croissante de patients résistants.
Buts et hypothèses Nous proposons que des polymorphismes fonctionnels
dans les gènes de la régulation des gènes de réponse aux GCs ou dans le métabolisme
des GCs influencent la réponse thérapeutique et l’issue de la LLA. Nous avons étudié
les polymorphismes G220A, Al 220G et le polymorphisme de longueur de fragment
de restriction BcH du gène du récepteur des GCs (RG), qui sont associés à des
manifestations cliniques d’une dérégulation de l’axe hypothalamo-hypophysaire
surrénalieime, et le polymorphisme A-290G du cytochrome P450 3A4 (CYP3A4), qui
modifie l’expression du CYP3A4 et est associé à des leucémies post-traitement.
Méthodes L’identification du polymorphisme Bd I, par séquençage, a permis
de développer une technique de génotypage basée sur le PCR pour estimer sa
fréquence dans les populations du monde. Les quatre polymorphismes ont été testé
par hybridation allèle-spécifique-à-l’oligonucléotide chez 213 enfants atteints de LLA
et leur impact sur l’issue de la LLA a été évalué par l’analyse de la survie.
Résultats Le polymorphisme Bd I est formé de la susbtitution C646G dans
l’intron 2. Nos analyses confrontant les polymorphismes du GR et du CYP3A4 à
l’issue de la LLA démontrent que seul le variant 646G du GR semble associé,
puisque les individus 646GG ont une probabilité réduite de survenue d’événements,
tant aux modèles univarié que multivairé (HR=2,2, 95% IC=1,0-4,7; HR=3,5, 95%
IC=l,4-8,7, respectivement). Cette association semble refléter un impact sur la survie
globale. Les autres variants n’ont pas atteint un seuil d’association significatif.
Conclusion La répétition de cette étude et l’analyse d’autres polymorphismes
vont contribuer à identifier les polymorphismes les plus déterminants de la réponse
aux GCs.
Mots clés Pharmacogénétique, leucémie lymphoblastique aigué, récepteur des
glucocorticoïdes, cytochrome P450 3A4, Bel I, Arg23Lys, Asn363Ser, A-290G.
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ABSTRACT AND KEYWORDS
Backround Glucocorticoids (GCs) are an essential part of the treatment of
acute lymphoblastic leukemia(ALL), the most common childhood malignancy.
Although GCs contribute to a remission rate beyond 80% at 5 years, the benefits are
limited by their potential toxicity, a considerable variability in their sensitivity and a
rising proportion of patients resistant to their action.
Aims and hypothesis We hypothesize that functional polymorphisms in genes
involved in regulation of GCs responsive genes or metabolism of GCs influence the
therapeutic response and thus ALL outcome. We studied polymorphisms G220A,
A 1220G and the restriction fragment length polymorphism BclI of the glucocorticoid
receptor (GR) gene, that are associated with clinical manifestations ofhypothalamic
pituitary-adrenal axis alterations, and the polymorphism A-290G of the cytochrome
P450 3A4 (CYP3A4) gene, that alters CYP3A4 expression and is associated with
treatment-reÏated leukemia.
Methods BclT polymorphism was identffied by sequencing allowing
development of a PCR-based genotyping approach used to estimate its frequency in
worldwide populations. Ail four polymorphisms were tested by aiiele specific
oligonucleotide hybridization in 213 French-Canadian chiidren diagnosed with ALL
and their impact on ALL outcome has been addressed by survival analysis.
Resuits BclI po1riorphism stands for C646G susbtitution in intron 2. Our
analysis correlating the GR and CYP3A4 polymorphisms with ALL outcome showed
that only the GR 646G variant appeared associated with disease outcorne, as
ilÏustrated by 646GG individuals’ lower probability of event free survival in both
univariate and multivariate models (HR=2,2, 95% CI=1,0-4,7; HR=3,5, 95% CI=1,4-
8,7, respectively). This association seems to reflect an impact on overali survival.
The others polymorphisms did not reacli a significant level of association.
Conclusion Replication of this study and analysis of other polymorphisms
will help to identify thoses that are most relevent for therapeutic response to GCs.
Keywords Pharmacogenetic, acute lymphoblastic leukemia, glucocorticoid
receptor, cytochrome P450 3A4, Bel I, Arg23Lys, Asn363Ser, A-290G.
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PRÉAMBULE
La leucémie lymphoblastique aiguê (LLA) constitue le cancer le plus
fréquemment diagnostiqué chez l’enfant[l]. Une combinaison d’agents
chimiothérapeutiques complétée d’une radiothérapie prophylaxique permettent
d’atteindre un taux de rémission à 5 ans supérieur à 80%[2, 3]. Cette thérapie
comprend entre autres des glucocorticoïdes synthétiques (GC5) qui contribuent au
traitement en réduisant la prolifération cellulaire et en induisant l’apoptose[4-6].
Cependant, la thérapie aux GCs complique souvent la prise en charge du patient. En
effet, les GCs comportent des effets secondaires multisystémiques significatifs[7, 8],
il existe une variation inter-individuelle quant à la sensibilité aux GC5(9, 10] et
finalement, le taux d’enfants résistants aux GCs passe de 20% au diagnostic à 70%
lors de rechutes[1 1]. Par ailleurs, suite à la survenue d’une rechute, la survie est
significativement altérée[12, 13]. L’individualisation du traitement constitue dès lors
une avenue intéressante, puisqu’elle penuettrait d’ajuster le traitement selon le risque
et le statut de résistance du patient concerné.
Une façon d’y parvenir serait d’étudier des polymorphismes fonctioimels
retrouvés dans des gènes pertinents comme ceux codant pour le récepteur des
glucocorticoïdes (RG) et le cytochrome P450 3A4 (CYP3A4)[14-16]. Ces gènes sont
impliqués respectivement dans le transport intracellulaire, la régulation de gènes de
réponse aux GCs et le métabolisme des GCs.
L’étude de l’influence de ces polymorphismes, retrouvés chez des enfants atteints
de LLA, sur l’issue d’un traitement comportant des GCs constitue une opportunité à
saisir. En effet, elle pourrait permettre non seulement de préciser les connaissances
du mécanisme sous-jacent à la variation inter-individuelle à la réponse aux GCs chez
la population étudiée, mais elle pourrait également être applicable à tous les autres
patients chez qui les GCs constituent une indication si fréquente. De surcroît, cette
étude établit une des prémisses à une éventuelle élaboration d’un plan de traitement
xlii
personnalisé où la guérison pourrait s’obtenir dans un contexte amélioré de tolérance
immédiate et de survie à long terme.
A INTRODUCTION
A.1 Leucémie
A. 1.1 Classification de la leucémie
La leucémie provient d’une expansion clonale dérégulée d’une cellule à
destinée lymphoïde, myéloïde ou mixte, tel que présenté à la figure 1 [17].









Figure 1. Représentation schématique de l’hématopoïèse normale[ 1$]; 1g:
immunoglobuline; CFU : unité formatrice de colonies; BFU : unité formatrice de
blastes; E : erythroïde; G : granulocyte; M : macrophage; meg : mégarkaryocytes;
mast : mastocytes
La leucémie aiguê, par opposition à la leucémie chronique, se définit par la
présence d’au moins 30% de blastes médullaires[19]. La classe de leucémie est
ensuite définie par le stade auquel s’est arrêté la différenciation de la cellule
initiatrice[20, 21]. Des systèmes de classification ont été définis à partir de
caractéristiques morphologiques, cytochimiques, cellulaires, immunophénotypiques
et à l’aide de la génétique moléculaire[20]. La classification selon
l’immunophénotype est très souvent utilisée en clinique pour diriger le
traitement[17]. Selon des antigènes de surface, soit l’immunophénotype, on définit la
liguée du lymphoblaste, soit B, T ou mixte[18]. Ensuite, les lymphoblastes sont
étiquetés selon leur stade de différenciation, tel que présenté au tableau 1[17, 1$]. La
2lignée mixte réfère à l’expression de marqueurs en provenance des deux lignées, on
précisera alors une prédominance lymphoïde ou myéloïde[ 17].






clgj.+, slg+, sIgK- sIg?
slg+, sIgK+ ou sIg2+
cCD3+, CD7+ et CD5+ ou CD2+
CD7+, CD34+ et cAg T3+
CD7+, CD34+ , cAg T3+, CD2+ et CD5 +
CD7+, CD34+, cAg T3+, CD2+, CD5 +, CD 1+,
CD4+ et CD8+
CD7+, CD34+ , cAg T3, CD2+, CD5 +, CD3+ et
CD4+ ou CD$+
La classification ayant le meilleur reflet au niveau du pronostic semble passer
par une combinaison des différentes caractéristiques[22].
A.1.2 Épidémiologie de la LLA chez l’enfant
La LLA représente 23% des cancers diagnostiqués chez les moins de 15 ans,
ce qui en fait le cancer le plus fréquent chez l’enfant[l]. Près de 80% des cas de LLA
sont de type B[17]. L’incidence est de 3,7 pour 100 000 enfants et le taux de
mortalité est de 0,4 pour 100 000 enfants [23]. La LLA est, pour une raison encore
inexpliquée, trois fois plus fréquente chez les enfants de race blanche que chez ceux
de race noire à l’âge de deux à trois ans[24].
Classe Marqueurs
Lignée B CD19+ et au moins 1 des suivants: CD2O+, CD21+,
CD22+ ou CD79+; CD 10+ dans 90-95% des cas





3A. 1.3 facteurs de risque de la LLA chez l’enfant
Les facteurs de risque environnementaux reliés au développement d’une
leucémie incluent une exposition pré-natale aux radiations ultra-violettes, aux
benzènes ou aux agents pouvant engendrer une aplasie médullaire chez la mère, ainsi
que l’exposition aux pesticides chez l’enfant ou ses deux parents[17, 25-27].
L’influence de l’exposition aux champs électromagnétiques demeure
controversée[28-30]. L’étude de Infante-Rivard et al. 2000 n’a pas démontré de
causalité entre l’exposition à la cigarette in utero et le développement de la leucémie
chez l’enfant[3 1]. L’allaitement pourrait toutefois conférer une protection au
développement de la LLA[32]. Par ailleurs, la consommation paternelle de spiritueux
augmenterait le risque, contrairement à la consommation maternelle de vin ou de
bière pendant le troisième trimestre de grossesse qui semble plutôt être un facteur
protecteur[33]. L’exposition de l’enfant à plus de deux reprises à des radiographies
diagnostiques semble accroître le risque de développer une leucémie, quoique l’effet
puisse être altéré par des variants dans les gènes de réparation d’acide
désoxyribonucléique, ADN, dont le gène MutL Homologuel (MLH1)[34].
Des polymorphismes fonctionnels dans les gènes métabolisant les produits
exogênes pourraient théoriquement moduler l’influence carcinogénique de ceux-ci.
Ceci a été démontré à plusieurs niveaux, dont avec la forme Pi de la glutathione-S
transférase (GST). La forme Pi est la principale GST du tissu foetale et elle est
impliquée dans le métabolisme de plusieurs carcinogènes. Par conséquent, une
altération de son activité pourrait entraîner une exposition indue à des métabolites
carcinogènes qui devraient normalement être inactivés. Certains polymorphismes
fonctionnels sont d’ailleurs associés à une susceptibilité accrue à la leucémie[35].
Les enfants porteurs du variant *B de la GST Pi, portant la substitution IlelO5Alali4
pour ValiO5Alal 14, ont plus de risque de développer une leucémie[35]. La présence
de variants fonctionnels dans des enzymes impliquées dans le métabolisme des
radicaux libres et de l’alcool, soit le GST Ml et le cytochrome P450 2E1 (CYP2E1)
4respectivement, influence le risque associé à cette exposition prénatale[331. Par
ailleurs, des variants de CYP2E1 et du NAD(P)H:quinone oxydo-réductase 1, deux
enzymes impliquées dans le métabolisme de produits exogènes, sont associés à une
susceptibilité accrue à la leucémie[36].
L’étude combinée de variants à plusieurs loci semble plus représentative du
risque de leucémie que celles sur les variants isolés, tel que démontré par l’interaction
entre deux formes de la G$T[35, 37].
A.l.4 Pronostic de la LLA chez l’enfant
Le taux de survie sans événement, soit sans la survenue d’une rechute, le
développement d’une néoplasie secondaire ou le décès relié à la LLA, est supérieur à
70-80% à 5 ans[2, 3, 38, 39]. La majorité des patients, soit 85%, atteignent une
rémission complète après un mois d’induction lorsque soumis aux traitements du
Dana farber Cancer Institute (DFCI) 87-01 et 91-01 (cf tableau 1)[12]. Bien que ces
enfants puissent atteindre une deuxième rémission après une rechute, leur pronostic à
long terme est moindre[12, 13]. Les rechutes constituent donc une préoccupation
majeure dans l’amélioration du pronostic.
Les rechutes surviennent le plus fréquemment au niveau médullaire, mais sont
aussi présentes au niveau du système nerveux central et des testicules dans une


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































8La définition des facteurs influençant le pronostic revêt une importance
majeure, puisqu’ils peuvent orienter la nature et l’intensité du traitement. Par
exemple, la résistance à la prednisone in vitro est reconnue comme le meilleur
indicateur de l’issue du traitement{44].
Parmi les facteurs de bon pronostic figurent le sexe féminin, la race blanche,
être âgé entre 1 et 9 ans, la leucémie de type B, la transiocation t(12;21)(p12-l3;q22)
présente dans près de 25 % de l’ensemble des cas], la transiocation
t( 11; 1 9)(q23 ;p13 .3) MLL-ENL, la présence du marqueur CDI 0, un décompte
Ïymphocytaire au diagnostic inférieur à 50 x 109/L et l’hyperploïdie constituée de 51
à 65 chromosomes[26, 45-51]. La rapidité de la réduction du décompte de blastes
périphériques, par une thérapie combinée incluant des GCs, constitue un autre
marqueur de bon pronostic dans les cas de LLA de type T[52].
Les facteurs de mauvais pronostic sont le sexe masculin, la leucémie de type
T, une hyperploïdie inférieure à 51 chromosomes, la présence de MDRI, ainsi que
des translocations t(9;22)[BCR-ABL], t(1 1q23)[MLL-AF4, MLL-AF1O et MLL-lq],
t(4;1 l)(q21-23)[ MLL/ALL-1/HRX-Htrx avec AF4/FEL] [26, 45, 47, 53-57]. La
persistance d’au moins 1 0 blastes / L au niveau sanguin, après avoir été soumis à une
dose de méthotrexate intrathécale, suivie de prednisone pendant 7 jours, constitue
également un marqueur de mauvais pronostic et ceci, peu importe le décompte initial
de blastes sanguins dans le groupe Berlin-Frankfurt-Munster[44, 5$]. Différentes
études ont mis en évidence des facteurs de pronostic supplémentaires. La résistance
évaluée in vitro à la prednisoÏone, à la L-asparaginase et à la vincristine constitue un
autre marqueur de mauvais pronostic de la LLA chez l’enfant[59]. De plus, l’absence
de rémission complète après un mois d’induction du protocole DfCI 87-01 et 9 1-01
est un autre marqueur de mauvais pronostic; ce facteur persistant indépendamment du
délai subséquent d’atteinte de rémission complète[12]. L’amplification par réaction
de polymérisation en chaîne (PCR) du réarrangement spécifique du T-cell receptor
(TCR)y et du TCR et des réarrangements de la chaîne lourde des immunoglobulines
permet de détecter de façon plus sensible la persistance de leucémie résiduelle[60,
961]. Cette persistance constitue un autre marqueur de risque significativement
supérieur de rechute[60, 62].
A. 1.5 Influence de polymorphismes fonctionnels sur l’évolution de la LLA
La délétion homozygote du génotype GST Ti est associée à un risque de
rechute 5,9 fois inférieur relativement aux hétérozygotes et homozygotes[63]. De
façon individuelle, les patients porteurs des variants NQO 1, dont le produit du gène
NQO est impliqué dans la réduction de substrats dont les quinones, et CYP lAi ont
aussi un pronostic inférieur[64]. Par ailleurs, un mauvais pronostic est associé aux
patients porteurs du variant $70A du gène CCND1, dont le produit est impliqué dans
l’épissage de l’ARN messager, et aux patients homozygotes pour une triple répétition
d’un tandem dans la région du promoteur du gène de la thymidylate synthase, dont le
produit est impliqué dans la conversion du déoxyuridylate monophosphate en
déoxythymidylate monophosphate. L’importance de ces deux facteurs de risque de
mauvais pronostic est d’autant plus marqué lorsqu’ils sont retrouvés en association
chez le même patient[65, 66]. Ceci pourrait se justifier par la variation dans le
produit du gène CCND1 qui modifierait la régulation de la protéine du gène du
rétinoblastome induisant ainsi une augmentation de la thymidylate synthétase, de la
dihydrofolate réductase et une réduction de la sensibilité au méthotrexate, un agent de
chimiothérapie associé au traitement de la LLA[65]. D’autres associations sont
rapportées. Parmi celles-ci, la délétion simultanée de deux polymorphismes du gène
GST, soit GSTM1 et G$TT1, est un facteur prédictif de rechute précoce qui semble
plus significatif que ceux connus jusqu’à maitenant chez les patients atteints de LLA
à précurseurs B[67]. Le variant MLH1, de cette enzyme impliquée dans la réparation
de l’ADN, est relié à une augmentation du risque de rechute lorsqu’il est associé au
variant CYPÏA1*2A[68]. La délétion simultanée de deux gènes suppresseurs de
tumeurs, p16TNK4/p15INK4B, est aussi associée à un mauvais pronostic[69].
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A.2 Les GCs et la LLA chez l’enfant
A.2.1 Les glucocorticoïdes endogènes et exogènes
A.2.1.l Cortex surrénalien
Les GCs sont des analogues des glucocorticoïdes endogènes (GCE5) sécrétés
par le cortex surrénalien, d’où l’appellation de corticostéroïdes. Les deux hormones
principales du cortex surrénalien sont les GCEs et les minéralocorticoïdes. Le cortex
surrénalien est constitué de trois zones. La zone glomerulosa, constituant 15% de la
glande, est responsable de la sécrétion d’aldostérone, un minéralocorticoïde
favorisant la réabsorption de sodium et l’excrétion de potassium par les cellules du
tubule collecteur rénal. Une réabsorption d’eau secondaire s’en suit et est
responsable de l’expansion du liquide intracellulaire qui entraîne l’augmentation de
pression artérielle. La zona fasciculata, représentant 75% de la glande, sécrète
principalement le cortisol et la corticostérone, ainsi qu’une faible proportion
d’androgènes et d’estrogènes. La zona reticularis secrète surtout les androgènes
suivants : la déhydroépiandrostérone et l’androstènedione. Cette zone sécrète
également une faible proportion de cortisol et d’estrogènes. Les deux dernières zones
citées sont sous l’influence de l’hormone adrénocorticotrope, soit l’ACTH.[7]
A.2. 1.2 Régulation et synthèse des GCEs
La sécrétion des GCEs par le cortex surrénalien est régulée à plusieurs
niveaux. En effet, elle est sous l’influence de l’axe hypothalamo-hypophysaire
surrénalien (HHS), tel que résumé à la figure 2, de neurones ainsi que des hormones













Figure 2. Interactions au niveau de l’axe hypothalarno-hypophysaire-sun-énalien[71].
Lors de stimulation cérébrale, telle que celle générée par le stress, l’hormone
libératrice de corticotropine (CRH) et l’AVP sont sécrétées de l’hypothalamus dans le
sang portai hypothalarno-hypophysaire et transportées vers l’hypophyse où elles
stimulent la sécrétion d’ACTH responsable, au niveau surrénalien, de la stimulation
de la sécrétion des GCEs. Une boucle de rétroaction négative est ensuite complétée
par l’action des GCEs au niveau hypophysaire et hypothalarnique[70].
Plusieurs interactions existent entre le système immunitaire et l’axe HHS.
D’abord, les interleukines 1 et 6, sécrétées par les monocytes stimulés, favorisent la
libération de CRH au niveau hypothalarnique. Le facteur de nécrose tumorale
(TNFa) libéré par les macrophages en réponse à l’infection, stimule directement la
libération d’ACTH. Cette sécrétion semble toutefois insuffisante pour influencer de
manière significative l’axe HHS[$, 70].
L’ACTH est synthétisée à partir du précurseur POMC. Ce précurseur contient
également les séquences pour la lipotropine (LPH), l’hormone stimulatrice des
il
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mélanocytes (MSH), ainsi que la r-endorphine. La fonction de la LPH et de la 3-
endorphine périphérique demeure inconnue, alors que celle du MSH est de stimuler la
synthèse de mélanine, favorisant le brunissement de la peau[7, 701.
L’ACTH, constituée de 39 acides aminés, stimule principalement la sécrétion
des GCEs et des stéroïdes androgéniques et légèrement celle des minéralocorticoïdes
au cortex surrénalien[7]. Les 24 premiers acides aminés de l’extrémité N-terminale
sont conservés à travers les espèces, contrairement à la portion C-terminale. La demi-
vie de l’ACTH est d’environ 5 minutes. Les 1$ premiers acides aminés en N
tenuinal constituent la portion biologiquement active. Bien qu’initialement
considérée comme exclusive à l’hypophyse, l’expression du POMC a aussi été
détectée au niveau du cerveau, de l’hypothalamus, du foie, du rein, du tractus gastro
intestinal, des gonades, du placenta, des lymphocytes et des monocytes. Toutefois, à
l’exception du placenta, les concentrations dosées sont si faibles que leur contribution
au niveau circulant d’ACTH est peu probable[70].
L’action de l’ACTH s’exerce par le récepteur de mélanocortin de type 2.
L’ACTH stimule aussi l’expression de son récepteur, augmentant ainsi la réponse
stéroïdogénique. Les effets de l’ACTH peuvent être perceptibles en quelques minutes
ou seulement après quelques heures ou jours. L’action immédiate de l’ACTH est de
favoriser la conversion du cholestérol en delta-pregnenolone par la protéine
régulatrice aiguè de la stéroidogénèse (StAR), produit du gène du cytochrome P450
ÏA1[72]. Cette première étape est limitante dans la stéroïdogénêse et est permise par
l’activation du transport du cholestérol à la membrane mitochondriale interne où
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Figure 3. Stéroïdogénèse surrénalienne[72].
L’action plus chronique de l’ACTH implique une stimulation de la synthèse
de la plupart des enzymes de la stéroïdogénèse, de la synthèse non-spécifique d’acide
ribonucléique (ARN) et d’ADN, de la croissance des cellules du cortex surrénalien et
de l’apport au cortex de cholestérol[70].
Chez le rat, la boucle de rétroaction négative exercée dans l’axe HHS apparaît
en deux phases. D’abord, une première action qui survient en quelques secondes à
quelques minutes et qui est proportionnelle au taux d’accroissement de la
concentration de GC(E)s circulants et non à la valeur absolue. Cette action serait
associée à un effet stabilisateur sur les membranes. Quant à l’effet retardé, il survient
en quelques heures à quelques jours et est proportionnel à la dose de GC(E)s, à
l’activité et à la durée d’administration, donc aux niveaux plasmatiques. On observe
donc une inhibition initiale de la sécrétion de CRH et d’ACTH qui est suivie de la
réduction de transcription de CRH et de POMC[70].
Les détails connus de la boucle de rétroaction chez l’humain sont limités.
Tous les GC(E)s peuvent supprimer la sécrétion d’ACTH, mais le degré de
suppression dépend de la dose, du potentiel de suppression et de la durée d’action du
stéroïde, ainsi que de la durée et du temps d’administration. L’effet suppresseur sera
d’autant plus élevé que l’administration sera rapprochée du pic matinal d’ACTH.
Une courte boucle de répression semble exister, par l’observation d’un effet inhibiteur
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direct sur la stéroïdogénèse sur des cellules surrénaliennes en culture. Cet effet
semble toutefois minimal in vivo puisque l’administration de dexaméthasone n’inhibe
pas la production de cortisol stimulée par l’ACTH dans ces conditions[70].
La suppression surrénalienne survient lors de l’administration de GCs pendant
au moins deux semaines. Dans ce cas, le patient doit être supplémenté en GCs de
façon quotidienne. La dose doit en plus être augmentée en période de stress physique
ou psychique. La dose peut être doublée s’il s’agit d’un stress mineur, alors qu’il
peut être nécessaire de décupler la dose en cas de chirurgie ou de trauma majeurs[73,
74]. L’axe peut prendre de deux à plus de 12 mois pour redevenir fonctionnel suite à
la cessation de la prise de GCs et la cortisolémie peut prendre de six à neuf mois
supplémentaires pour se retrouver dans l’intervalle normal, d’où la nécessité du
sevrage graduel de GCs[73]. L’arrêt de la supplémentation peut être envisagée
lorsque la dose administrée correspond à 7,5mg/d de prednisone[72].
L’intégrité de l’axe HHS peut être vérifiée, entre autres, par un test de
suppression à la dexaméthasone. Il s’agit d’administrer un mg de dexaméthasone à
23h pour ensuite déterminer la cortisolémie à huit heures le lendemain matin. Les
sujets porteurs d’un axe HH$ fonctionnel devraient avoir une cortisolémie inférieure
à 5Onmol/L. Des faux positifs peuvent survenir chez les sujets recevant des
médicaments qui accélèrent le métabolisme de la dexaméthasone, tel la phénytoïne,
un anticonvulsivant, en présence d’insuffisance rénale ou chez des sujets
expérimentant un stress physique ou mental sévère[72].
A.2. 1.3 Transport et métabolisme des GC(E)s
Plus de 90% du cortisol endogène circule lié à l’a2 —globuline spécifique au
cortisol, alors que l’affinité pour les GCs est néglïgeable[72]. Les taux des
transporteurs sont augmentés dans les états d’hyperestrogénisme gestationnel,
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d’hyperthyroïdie, de cirrhose et de néphrose. La demi-vie du cortisol sérique est de
70-120 minutes[72].
Le métabolisme hépatique du cortisol implique plusieurs enzymes, tel que
présenté à la figure 4. Le cortisol peut être transformé en cortisone par la 11 3-
hydroxystéroide déshydrogénase(HSD). Ces deux substances sont ensuite
transformées par les mêmes enzymes. Il peut y avoir réduction du lien C4-C5 par la
5u ou 13-réductase, pour former les 5u ou -dihydrocortisol qui sont ensuite
transformés en 5a ou J3-tétrahydrocortisol par la 3u-H$D. Le tétrahydrocortisol et la
tétrahydrocortisone sont ensuite métabolisés en cortols et en cortolones par la 20Œ ou
20-H$D, pour être oxydés en acides cortolique et cortolonique, des produits très
hydrosolubles facilitant leur excrétion urinaire. Le cortisol et la cortisone peuvent
également être hydroxylés en 6f3-hydroxycortisol/one qui sont aussi hydrosolubles.
Plus de 95% des métabolites du cortisol et de la cortisone sont conjugués au niveau
hépatique, ce qui permet leur re-circulation afin d’être excrétés dans l’urine. La
conjugaison est réalisée surtout par l’ajout d’acide glucuronique en position 3Œ-
hydroxyl, mais également par l’ajout d’un groupement sulfate en position 21-
hydroxyl[8, 72, 75].
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Figure 4. Métabolisme des corticostéroïdes[72].
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Le cortisol est également inactivé au niveau rénal par sa conversion en
cortisone par la 11 13-HSD. Cette inactivation revêt une importance primordiale,
puisqu’elle protège les récepteurs minéralocorticoïdes rénaux d’être activés par le
cortisol[8, 73].
Le métabolismes des GCs suit celui des GCE5E73].
A.2.1.4 Fonction des GC(E)s
Les GC(E)s ont une action multisystémique. Leur effet métabolique est
minimal chez un patient nutri adéquatement. Cependant, durant le jeûne, ils
contribuent à préserver l’euglycémie par l’augmentation de six à dix fois du taux de
néoglucogenèse hépatique, par la synthèse de glycogène et par la réduction de
l’utilisation de glucose par les cellules en inhibant la translocation par le transporteur
de glucose GLUT-4[7, 76]. Les GC(E)s réduisent également la sensibilité des tissus à
l’action hypoglycémiante de l’insuline[7]. Les GC(E)s augmentent la synthèse
d’ARN et de protéines hépatiques[$]. Par ailleurs, les GCs stimulent la lipoprotéine
lipase des tissus adipeux, inhibent l’activité de la lipoprotéine lipase du muscle
squelettique et réduisent la captation de triglycérides circulants, contribuant ainsi à la
dyslipidémie et à la création d’un profil athérogène bien reconnu[8, 76, 77]. Leurs
actions s’étendent à plusieurs autres tissus.
L’excès de GC(E)s inhibe les fibroblastes, conduisant à des ecchymoses
spontanées, à une guérison sub-optimale des plaies et à une réduction du taux de
collagène entraînant un amincissement cutané. [8]
Bien que le rôle physiologique exact des GC(E)s au niveau des os et du
métabolisme calcique demeure inconnu, les GC(E)s en excès réduisent la formation
osseuse en inhibant les ostéoblastes, ainsi que la synthèse d’ARN, de protéines, de
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collagène et d’acide hyaluronique. Ces changements favorisent le développement de
l’ostéopénie et de l’ostéoporose associées aux GC(E)s. Les GC(E)s favorisent par
ailleurs l’ostéonécrose et la résorption osseuse[78, 79]. De plus, les GC(E)s
potentialisent l’action de la parathormone (PTH) et de la 1,25-
dihydroxycholecalciférol (vitamine D active) sur l’os, contribuant également à la
résorption osseuse. Par ailleurs, les GC(E)s sont hypocalcémiants par une réduction
de l’absorption intestinale de calcium, réalisée en stimulant directement la synthèse
de la PTH et de la 1 Œ-hydroxylase, cette dernière enzyme est impliquée dans
l’activation de la vitamine D, et par l’augmentation de l’excrétion rénale. Les GC(E)s
contribuent également à l’hypophosphatémie en diminuant la réabsorption tubulaire
de phosphate, ce qui stimule la synthèse de vitamine D active, aggravant
l’hypocalcémie[7, 8, 72].
Même si les GC(E)s constituent un facteur de croissance et de différenciation
dans plusieurs tissus foetaux, en excès ils inhibent la croissance des enfants. Cet effet
pourrait être secondaire à un effet direct sur la croissance osseuse ou sur la réduction
de la sécrétion d’hormone de croissance.[8] Les GC(E)s constituent également un
facteur inducteur et répresseur de l’expression de plusieurs gènes des systèmes
immunitaires, endocriniens, osseux, métaboliques, du développement foetal et de
certains gènes de transporteurs d’électrolytes[72].
Les GC(E)s ont des propriétés anti-inflammatoires et immunologiques très
sollicitées en thérapie. Ils limitent la migration de cellules inflammatoires au site
cible et stabilisent les membranes lysosomiales, réduisant ainsi la réaction
inflammatoire évoquée [7, 73]. Ils réduisent la synthèse des immunoglobulines,
favorisent l’apoptose des lymphocytes, inhibent la maturation des monocytes, la
phagocytose des macrophages et leur pouvoir cytotoxique[72]. Ces effets ont
toutefois l’effet délétère d’accroître la susceptibilité aux infections des sujets soumis
chroniquement aux GC(E)s[8]. Par ailleurs, les GC(E)s favorisent la résolution de
l’inflammation par deux moyens. D’abord en bloquant la sécrétion des médiateurs
perpétuants l’inflammation, tel NF-KB, et ensuite en favorisant la guérison tissulaire
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en rendant disponible des acides aminés, des acides gras et du glucose[7, 721. Les
effets anti-inflammatoires des GC(E)s sont maximaux six heures après
l’administration, puis se dissipent graduellement sur 24 heures[73].
Des doses importantes de GCs sont associées aux ulcères peptiques,
possiblement par suppression de la réaction immunitaire contre Helicobacter
pylori[73].
Les GC(E)s augmentent le débit cardiaque et le tonus vasculaire périphérique,
deux déterminants majeurs d’une hausse de tension artérielle. Ils augmentent la
sensibilité aux médiateurs adrénergiques et la synthèse de l’angiotensinogêne,
directement impliqués aussi dans l’élévation de la tension artérielle. Le cortisol peut
également jouer directement au niveau des récepteurs minéralocorticoïdes rénaux en
surpassant la capacité inhibitrice de la 11 f3-HSD[8, 72, 80].
Les GC(E)s affectent l’équilibre hydrique et électrolytique par la liaison au
récepteur des minéralocorticoïdes, médiant ainsi la rétention sodique, l’hypokaliémie
et l’hypertension. Les GC(E)s favorisent aussi l’augmentation du taux de filtration
glomérulaire secondaire à l’augmentation du débit cardiaque ou aux effets rénaux de
la rétention d’eau et de sodium.[8]
L’entrée des GC(E)s au système nerveux central est documentée, quoique leur
rôle physiologique demeure à préciser. L’excès de GCs est associé initialement à
l’euphorie. Suite à une exposition prolongée, il est possible d’observer de
l’irritabilité, une labilité émotionnelle, ainsi que la dépression. Les fonctions
cognitives de mémoire et de concentration seraient également atteintes[81].
L’augmentation de l’appétit, la réduction de la libido et l’insomnie sont d’autres
symptômes rapportés[8].
Au niveau endocrien, les axes gonadique et thyroïdien sont aussi influencés
par les GC(E)s. On observe une réduction de la pulsatilité de la GnR}I et une
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suppression de l’hormone stimulatrice de la thyroïde conduisant éventuellement à
l’aménorrhée et à l’hypothyroïdie respectivement[8, 72].
Le traitement aux GCs favorise l’élévation de la pression intraoculaire chez
les patients atteints de glaucome et peut être associé à la formation de cataracte.[8]
A.2.1.5 Toxicité liée à l’exposition aux GCs lors du traitement de LLA
En raison de leur action multisystémique, les GCs sont responsables de
plusieurs effets secondaires toxiques. Parmi ceux-ci, on dénombre une altération
typique du tissu adipeux (faciès Cushinoïde), l’obésité, une intolérance au glucose,
l’hypertension, une gastrite, une myosite, une myopathie, la nécrose avasculaire
osseuse et une immunosuppression, qui rend le patient plus susceptible aux infections
opportunistes, particulièrement celles fongiques (cf tableau ITI)[82]. De plus, tel que
suggéré par son potentiel anti-inflammatoire accru, la dexaméthasone a un profil de
toxicité plus important que celui de la prednisone[82]. Il est d’ailleurs rapporté que
les patients traités avec le protocole DfCI 91-01, qui comprend exclusivement de la
dexaméthasone pendant une fenêtre d’investigation, portent un risque accru de décès
septique pendant la période d’induction (4 décès sur 369 patients; p=O,0035), que les
patients traités avec le protocole DfCI 87-01, où il n’y a pas de GC pendant la fenêtre
d’investigation (1 décès sur 377 patients; p=0,0003)(cf tableau I)[83]. Le taux
d’infections opportunistes semble toutefois similaire dans les deux groupes[82]. Le
traitement est associé à une incidence cumulative à 5 ans de 30 + 4% de morbidité
osseuse, de 2$ + 3% de fractures et de 7 ± 2% d’ostéonécrose. La dexaméthasone est
associée à un risque plus élevé de fracture que la prednisone(p=0,01)[$4]. La
dexaméthasone est également reliée à des séquelles neurologiques plus marquées que
celles pour la prednisone[81]. La dexaméthasone est toutefois associée à une
amélioration de la survie à 5 ans dans le protocole DFCI 91-01, relativement au
protocole DFCI 87-01, qui utilisait plus la prednisone[85]. L’ajout de daunomycine











A.2.1.6 Comparaison des GCs et GCEs
Le cortisol réalise près de 95% de l’activité GCE, par opposition à la
corticostérone qui n’en représente que 4%[7]. La prednisone et la dexaméthasone
sont respectivement quatre et 25 fois plus active que le cortisol endogène[71]. La
dexaméthasone offre par ailleurs l’avantage d’avoir une activité minéralocorticoïde
pratiquement nulle, évitant ainsi les effets secondaires reliés.[7] La présence du lien
double 1,2 augmente l’activité GCE relativement à l’activité minéralocorticoïde de la
prednisone et de la dexaméthasone[7 1]. Par ailleurs, la dexaméthasone a une action
suppressive de l’axe et anti-inflammatoire respectivement 17 et 26 fois plus
importante que le cortisol endogène[72].
avec la dexaméthasone. Cependant, malgré la toxicité reliée aux GCs, les effets
secondaires n’ont pas compromis l’administration du traitement[$2].
Tableau III. Comparaison des profils de toxicité de la dexaméthasone
lorsqu’administrés avec ou sans daunorubicine, pendant la phase d’induction de
rémission des LLA de type B[$2].
Dexaméthasone (%)

























Figure 5. Structure chimique des GCEs et des principaux GCs[72]
A.2.2 Efficacité du traitement incluant les GCs
Les GCs constituent un pilier du traitement de la LLA[ 12]. En retirant les
GCs du mois d’induction initial pour les faire intervenir qu’au deuxième mois de
thérapie, la survie sans événement est significativement réduite, malgré la
conservation du taux d’induction de rémission complète[86]. Cependant, le choix de
la dexaméthasone 4Omg/m2/d ou de la prednisone à doses croissantes, durant la
fenêtre d’investigation, n’influence pas le taux de rémission après un mois de thérapie
sous le protocole DFCI-91[12]. Malgré ce, la dexaméthasone ajoutée au procole
d’induction et de continuation, permet un meilleur contrôle systémique et au niveau
du système nerveux central que la prednisone. Cet effet pourrait s’expliquer par la
meilleure pénétration de la dexaméthasone dans le liquide céphalo-rachidien et/ou
TAMCINOLOF
22
pourrait être biaisé par l’intensité des doses de dexaméthasone qui est supérieure à
celle pour la prednisone[26].
La dexaméthasone semble induire une meilleure survie sans événement que la
prednisone dans des conditions comparables[86]. Cette différence pourrait être reliée
au fluor ajouté dans la dexaméthasone qui augmente son potentiel en ralentissant son
métabolisme et en augmentant l’affinité pour le RG[4]. Par ailleurs, la substitution de
la dexaméthasone pour la prednisone ou la méthylprednisolone dans le traitement
d’enfants atteints de LLA est associée à une incidence accrue d’épisodes septiques et
de décès toxiques[83].
Une bonne réponse au traitement se traduit par une réduction d’au moins 15%
du taux de blastes médullaires et d’au moins 85% du niveau absolu de blastes
périphériques[87].
A.2.3 Apoptose induite par les GCs
Les GC(E)s induisent l’apoptose des cellules néoplasiques hérnatologiques[4,
5, 88]. Ce mécanisme de mort cellulaire est très intéressant en chimiothérapie,
puisqu’il permet l’élimination de cellules néoplasiques par phagocytose, donc sans
réaction inflammatoire[21]. Bien que les sentiers exacts de signalisation
intracellulaire ne soient pas élucidés, plusieurs hypothèses sont évoquées.
Les GC(E)s pourraient intervenir sur la translocation de p53 au noyau[891, sur
son activation[90] ou sur l’activation de sa transcription conjointement à Bax[91].
L’implication de p53 dans l’apoptose induite par les GC(E)s est toutefois
controversée[92, 93]. La dexaméthasone pourrait également favoriser l’accumulation
cytoplasmique de SMAC, où ce dernier pourrait activer la caspase-9,
indépendamment de la libération de cytochrome c et d’Apaf-1[94]. Les GC(E)s
pourraient aussi activer la caspase-3 et ainsi la cascade apoptotique, mais la
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surexpression de Bd-2 inhibe l’induction de l’apoptose[95, 96]. L’implication de la
caspase-3 dans l’apoptose induite par les GC(E)s demeure critiquée au profit de la
caspase-6[97].
Les gènes candidats à la répression par les GC(E)s incluent NF-KB, AP-1 et c
myc. Le RG pourrait induire l’apoptose des cellules soumises à un choc thermique, en
devenant activé sans la liaison de son ligand[98]. Par ailleurs, une interaction directe
entre le RG et la sous-unité p65 de Nf-icB ou AP-1 bloquerait la transcription
associée à ces derniers facteurs, empêchant ainsi l’expression de gènes nécessaires
respectivement à l’inflammation d’une part et à la survie et à la croissance cellulaire
d’autre part[21, 99-101]. Les GC(E)s supprimeraient directement la transcription de
c-myc, induisant ainsi l’apoptose[4, 102, 103].
Les GC(E)s pourrait par ailleurs induire l’arrêt cellulaire en GI par une
expression réduite de c-myc et de la cycline D3 et par une augmentation de
l’expression de CDK1, CDK4 et CDK6[104, 105].
A.2.4 Résistance aux GC(E)s
La variabilité de la sensibilité aux GC(E)s est bien reconnue, pouvant se
traduire par un syndrome d’hyperréactivité aux GC(E)s ou par une résistance[106-
109]. Tel que mentionné précédemment, la résistance aux GCs in vivo et in vitro est
un indice de mauvais pronostic[86, 110]. Le taux de résistance aux GCs passe en fait
de 20% lors du diagnostic initial à 70% lors des rechutes[1 1]. Cette résistance
pourrait être causée par plusieurs phénomènes.
D’abord, elle pourrait être reliée à une altération fonctionnelle du RG et/ou
une réduction de son nombre[86, 111]. Les substitutions Va172911e et Asp641 Val du
RG, situées dans le domaine de liaison des GCs, altèrent l’affinité du RG pour la
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dexaméthasone et contribuent probablement à la résistance aux GCs relevée chez les
sujets de l’étude[l 12, 113]. La déletion de 4 paires de bases en 3’ de l’exon 6 du RG,
identifiée chez des individus résistants aux GCs, est probablement associée à un
transcrit instable, conduisant à une réduction de 50% du nombre de RG
intracellulaire, mécanisme ainsi suggéré de résistance[114]. Les polymorphismes
Asn363Ser et Asn766Asn du RG ont été investigués quant à leur contribution à la
résistance aux GCs dans les tumeurs hypophysaires secrétant l’ACTH, sans toutefois
qu’une relation ait été mise en évidence avec la présentation clinique, la taille
tumorale et l’issue thérapeutique[1 15]. Le polymorphisme 23Lys semble associé à la
résistance aux GCs, tel qu’observé par la réduction de la sensibilité de la rétroaction
surrénalienne et le meilleur profil métabolique des sujets concernés[116]. La perte
d’hétérozygocité du RG serait un phénomène fréquemment rencontré avec les
adénomes hypophysaires de la maladie de Cushing, ce qui pourrait suggérer la
résistance aux GCs qui y est associée[ 117].
La résistance pourrait aussi être reliée à l’interruption, par Bd-2 ou
l’interleukine-6, de l’apoptose initiée par les GC(E)s{104, 11$-122]. Un autre
mécanisme de résistance pourrait provenir de la translocation au noyau du RG
réalisée sans la liaison du ligand en présence de méthotrexate ou de cytarabine[123].
Une variation inter-individuelle à la sensibilité aux GCs est bien reconnue[9,
124, 125]. Cette variation pourrait être reliée à l’affinité du RG, rendant jusqu’à 6,6%
de la population hypersensible et 2,3% relativement résistants aux GCs[9, 10]. Il
semble par ailleurs exister une variation inter-tissulaire de la sensibilité chez un même
individu, quoique ceci soit controversé[126]. Cette variation ne serait pas associée à
l’âge[125].
L’arthrite rhumatoïde est une pathologie auto-immune à laquelle est associée
la substitution d’une adénine pour une guanine dans la région non exprimée en amont
de l’exon 9, codant pour la région non exprimée en 3’ de l’ARN messager de
l’isoforme 13 du récepteur[127]. Cette isoforme inhibe la forme active du RG, soit
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l’isoforme Œ. Puisque ce polymorphisme est associé à une stabilité de l’ARN
messager et à une expression protéique accrues de l’isoforme f3, il contribue
potentiellement à la résistance aux GCs[127, 128]. Une variation de l’ARN messager
du RG est également retrouvé chez des patients atteints d’un myélome multiple
résistant à l’actions des GC5[129]. L’hyposensibilité aux GCs pourrait aussi être
reliée à la néphrite lupique, une autre pathologie auto-immune. L’insertion d’une
adénine en position 2439 du gène RG est un polymorphisme retrouvé chez des
patients atteints de néphrite lupique et engendre l’expression de 20 acides aminés
supplémentaires. Ce polymorphisme pourrait être associé à une réduction du nombre
de RG sur les cellules mononuclées du système immunitaire, favorisant ainsi la
résistance aux GC5[130]. La forme f3 est un autre mécanisme de résistance proposé et
détaillé à la section 2.3.
Le gène de la GST est également associé à la résistance aux GCs. La délétion
homozygote du génotype GST Ti confère un risque de 6,7 fois inférieur de mauvaise
réponse à la prednisone et un risque de rechute 5,9 fois inférieur chez les patients
atteints de LLA, comparativement aux hétérozygotes et homozygotes pour GST
Ti [63]. Le gène du récepteur adrénergique de type 2A (ADRA2A) constitue un autre
gène où des polymorphismes fonctionnels altèrent la réponse aux GCs. On se
rappelera que la régulation de l’axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalienne fait
intervenir le cortisol, mais également des voies adrénergiques. La substitution C-
1291G du ADRA2A est ainsi associée à des taux salivaires de cortisol anormalement
élevés en réponse à la dexaméthasone et une glycémie à jeûn élevée[ 131]. La
substitution d’une guanine pour une adénine en 5’ de la région non exprimée du gène
du TNF-Œ est aussi associée à des manifestations cliniques d’une dérégulation de
l’axe HHS[132].
L’identification de facteurs pouvant expliquer le mécanisme responsable de
cette résistance et de cette variation de sensibilité constitue certainement une avancée
vers un traitement plus optimal.
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A.3 Description du RG
La localisation du gène du RG a été redéfinie par hybridation in situ en 5q3 1-
32, ce qui a été confirmé par des analyses de liaison et Southern[133-136]. Le gène
contient 10 exons dispersés sur au moins $0 kilobases (kb)[137]. Le premier exon
n’est pas traduit et la partie amino-terminale se retrouve à l’exon 2[137]. Ce
récepteur fait partie de la famille des récepteurs stéroïdiens comportant les trois
domaines classiques et porte une analogie aux proto-oncogènes erb-A[$, 13$]. La
région N-terminale, soit les acides aminés 1 à 420, constitue le domaine
immunogénique, le domaine de liaison à l’ADN est formé des acides aminés 42 1-488
et le domaine de liaison au ligand comprend les acides aminés 527-577, soit les 50
derniers acides aminés provenant de l’exon 9u pour la forme a[127].
Par l’épissage alternatif, cinq produits du gène du RG sont formés. La forme u,
constituant le récepteur fonctionnel, comporte les exons 2 à 9a, formant ainsi un
ARN messager de 5,5kb[135, 139]. La forme f3 comporte l’exon 9f3 au lieu de l’exon
9u, ce qui provoque la perte du domaine de liaison au ligand et ainsi la perte de
fonction[1 35]. Le troisième produit est la forme y, où l’exon 4 est épissé et trois
paires de bases introniques sont conservées, engendrant l’ajout d’une arginine dans le
domaine de liaison à 1’ADN[140]. Cet ajout réduit l’activité transcriptionnelle à 48%
de l’activité de la forme u[140]. La forme GR-P est constituée des exons 2 à 7,
auxquels sont ajoutés quelques paires de bases introniques[141]. Cette modification
provoque la perte du domaine de liaison au ligand. Cette forme est fortement
exprimée dans les néoplasies hématologiques[142]. Bien que sa fonction exacte
demeure inconnue, des études de co-transfection démontrent une augmentation de
l’activité de la forme u, générant ainsi un mécanisme de résistance potentiel[142]. La
forme GR-A ne comprend pas les exons 5 à 7 inclusivement[141]. Sa fonction et son
niveau d’expression demeurent à préciser[141]. La proportion relative des différentes
formes n’a pas été investiguée, quoique la forme u soit reconnue comme étant la
principale[138]. Deux sites d’initiation de la traduction ont été identifié dans hGRu,
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conduisant à la formation de hGR-A et hGR-B, ce dernier étant traduit à partir d’un
deuxième ATG situé 7lpb en aval du premier dans l’exon 2[127]. Les deux formes
sont présentes en quantité similaire, mais HGR-B semble être près de deux fois plus
efficace que HGR-A dans l’activation de gènes transcrits suite à la liaison des GC(E)s
à l’élément de réponse aux glucocorticoïdes (GRE)[127].
L’ARN messager du hGR-A a été détecté dans les tissus suivants présentés en
ordre décroissant de concentration: cerveau (3.83 +1- 0.80 x106 ADN
complémentaire/tg total d’ARN), muscle squelettique, macrophages, poumons, reins,
foie, coeur, eosinophiles, polymorphonucléaires périphériques, muqueuse nasale,
neutrophiles et côlon(0.33 +1- 0. x106 ADN complémentaire/ig total d’ARN)[143].
L’ARN messager du hGR-B a un niveau d’expression moindre que l’ARN messager
du hGR-A[143]. Il se retrouve, en ordre décroissant de concentration: eosinophiles
(1.55 +1- 0.58 x106 ADN complémentaire/tg total d’ARN), polymorphonucléaires
périphériques, foie, muscle squelettique, reins, macrophages, poumons, neutrophiles,
cerveau, muqueuse nasale et du coeur(0.15 +1- 0.0$ xlO(6) x106 ADN
complémentaire/tg total d’ARN) [143]. La protéine hGR-A a été retrouvée dans tous
les tissus, contrairement à la protéine hGR-B qui n’a pas été détectée[143-146].
La forme Œ inactive est située dans le cytoplasme[147]. Cette forme lie alors
H$P90, H$P70, H$P40, p23, p60 ainsi qu’un immunophiline de 56kDa, cette
dernière étant facultative[127, 14$] HSP9O semble nécessaire pour obtenir la
conformation de hRGŒ permettant la liaison du ligand[148]. Le domaine de liaison
du ligand contient 12 hélices Œ qui forment une poche hydrophobique qui se
refermera pour emprisonner le ligand suite à son contact[127]. Le RG lie l’ADN sous
forme de dimères[$]. La dimérisation survient par le domaine de liaison à l’ADN,
celle-ci étant dépendante de la liaison à l’ADN, et par des domaines à l’extérieur du
domaine de liaison à l’ADN, ceux-ci se dimérisant avant la liaison à l’ADN[127].
Bien que le mécanisme exact de transiocation au noyau du RG activé reste à
déterminer, deux régions semblent impliquées{ 127]. D’abord la région NL1, très
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conseivée, qui est située en C-terminal du domaine de liaison à l’ADN[127]. Cette
région est soumise à une inhibition par le domaine de liaison au ligand qui est levée
loi-s de la liaison du récepteur à son ligand[127]. Une deuxième région nommé NL2
se retrouve dans le domaine de liaison au ligand est présentement étudiée[127].
Le GRE, le site de liaison à l’ADN, est un site palindrornique portant la
séquence: 5’-GGTACAnnnTGTTCT-3’[149]. Une fois liée, la forme et exerce une
transactivation médiée les domaines ri et t2, situés entre les acides aminés 7 à 262
ainsi qu’entre les acides aminés 526 à 556 respectivement[127]. L’activation de la
transcription est assistée de co-activateurs, tels CBP et p300, qui médient
l’acétylation des histones et de BRG-I, permettant ainsi le déplacement de l’histone
Hl[127]. Une représentation schématique de l’action intracellulaire des GCs est




Figure 6. Mode d’action intracellulaire des GC(E)s[150].
La forme f3 serait responsable de l’inhibition de la forme et par la compétition
pour les GREs ou par l’hétérodirnérisation avec la forme et portant son ligand de
façon à agir comme un inhibiteur dominant négatiQ 10, 151]. La liaison du ligand
serait un autre élément régulateur de l’action du récepteur. En effet, l’occupation
prolongée du site de liaison pour le ligand entraînerait une accélération du recyclage
de l’ARN messager du RG[152]. Par ailleurs, en présence de concentrations
(G,)
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croissantes de cortisol, il y a inhibition de la forme Œ et augmentation de la
concentration de la forme f3, ce qui entraîne la diminution du ratio a/f3 et ainsi une
réduction de l’activité du RG[152]. Il est d’ailleurs suggéré que dans les cellules de
lignée T, le mauvais pronostic qui lui est associé pourrait être attribué à la faible
concentration de la forme et et à des concentrations normale à élevée de la forme
E3[l29]. De plus, la disponibilité des GCs actifs, déterminée par la 1 1-f3H$D de type
I, constitue un autre site de régulation de l’activité du RG[152]. On propose de façon
complémentaire que la 11
-13H$D de type I contribue à maintenir la sensibilité aux
cortisol devant un ratio hGR-et/f3 diminuant, par la réduction de la concentration
intracellulaire de cortisol[152]. Le polymorphisme A3669G du RG est par ailleurs
associé à l’arthrite rhumatoïde, possiblement par une stabilité accrue de la forme f3
qui altère la sensibilité aux GC5[153].
A.3.l Polymorphismes du RG
Puisque les GC(E)s exercent leur action par le RG, nous proposons qu’un
polymorphisme fonctionnel du RG pourrait être associé à une altération de la
sensibilité aux GCs. Dans le cadre du projet présenté, notre attention s’est portée plus
particulièrement sur trois polymorphismes du RG, soit le polymorphisme de longueur
de fragment de restriction Bd I et les substitutions Arg23Lys et Asn363Ser.
A.3.1.1 Le polymorphisme Bd I
Ce polymorphisme de longueur de fragment de restriction, initialement
identifié par Murray et al. en 1987[14], est caractérisé par des fragments de restriction
Bel I de 4,5 et 2,3kb observés avec une fréquence allélique respective de 55% et 45%.
Rosmond et al. rapporte une fréquence de 40,1% pour les homozygotes porteurs du
fragment de 2,3kb, 46,2% pour les hétérozygotes et 13,7% pour les homozygotes
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porteurs du fragment de 4,5kb dans une population $uédoisetl54]. Ce
polymorphisme est considéré fonctionnel, car le fragment de 4,5kb est associé à une
réduction significative de la rétroaction inhibitrice régulatrice de l’axe HHS, qui se
traduit par une augmentation de l’indice de masse corporelle, du ratio taille-hanche,
du diamètre sagittal abdominal, de la leptine, de la tension artérielle systolique, du
niveau de cortisol salivaire post-prandial[ 154, 155] et à une augmentation du tissu
adipeux viscéral abdominal[156]. Le fragment de 4,5kb serait également associé à
l’hyperinsulinémie chez des femmes obèses, tel que suggéré par l’observation d’une
élévation de l’insuline à jeûn et de l’index de résistance à l’insuline chez ces
sujets[157].
Une étude a démontré que les individus homozygotes 2,3/ 2,3 kb tolèrent
moins bien une suralimentation que les hétérozygotes[158]. En effet, ils concluent à
l’induction d’un profil athérogène par la suralimentation en observant un gain de
poids supérieur, des niveaux de cholestérol total et de LDL supérieurs, une élévation
de la tension artérielle systolique et une augmentation du tissu adipeux viscéral
abdominal [158].
L’étude de Panarelli et al. est plus nuancée quant à l’effet de ce
polymorphisme[159]. Ils ont en effet vérifés ses répercussions sur le cortisol
plasmatique et urinaire, les lipides plasmatiques, les électrolytes plasmatiques et
urinaires, la clairance de la créatinine, la tension artérielle, l’indice de masse
corporelle, le pli cutané ajusté pour l’âge (indice d’obésité), la sensibilité in vivo par
la vasoconstriction cutanée secondaire à l’exposition à la budesonide, un GC, pendant
18 heures, et la sensibilité in vitro par l’étude des leucocytes au niveau de leurs
caractéristiques de liaison aux GCs et de la libération de lysozyme lorsque soumis
aux GC5[159]. La seule différence significative a été observée avec le test de
sensibilité in vivo qui était supérieur chez les porteurs du fragment de 4,5kb[l 59]. Ils
proposent alors que l’altération de la fonction du RG pourrait dépendre du tissu[159],
ils suggèrent l’existence d’autres facteurs qui pourraient compenser pour l’altération
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de la capacité de liaison et finalement, ils proposent que ce polymorphisme est un
marqueur de la dysfonction d’un gène séparé qui influencerait le RG[159].
A.3.1.2 Les polymorphismes Arg23Lys et Asn363Ser
Koper et al. ont identifié cinq nouveaux polymorpismes du RG, dont
Arg23Lys et Asn363Ser sont les seuls menant à une substitution de la séquence
codante en position G200A et A1220G de l’exon 2 respectivement[15]. La nouvelle
sérine, située dans un élément régulateur du RG, peut devenir phosphorylée et être
associée à activité accrue de transactivation des gènes cibles[160]. Ils rapportent une
fréquence allélique de 3,7% pour le variant 23 Lys et de 3,0% pour le variant 363 Ser,
ce qui est équivalent à la fréquence allélique de 3,0% pour le variant 363Ser rapporté
par Dobson et al., mais légèrement inférieure à celle rapportée par Huizenga et al. soit
6.0%[160, 161]. La fréquence du variant 363Ser observée dans un groupe de sujets
Australiens normotendus et hypertendus est de 7,4% et de 6,0% respectivement[1621.
La fréquence du variant 23Lys observée par Van Rossum et al. est de 8,9%, dans une
population équivalente à celle de Koper et al.[1 16].
La fonction de ces polymorphismes est controversée. En effet, les études de
Koper et al. et de Echwald et al. ne permettent pas de conclure à une résistance
clinique aux GCs, représentée par l’hirsutisme, l’hypokaliémie ou l’hypertension, ni à
une altération du test de suppression à la dexaméthasne pour ces polymorphismes.
De façon analogue, l’étude de de Lange et al. ne permet pas d’observer un impact au
niveau de la transcription des gènes cibles du GRE pour le variant 363 Ser ou
23Lys{15, 163, 164]. Van Rossum et al. démontrent toutefois que les porteurs du
variant 23Lys semblent être plus résistants à l’action des GCs, tel que démontré par le
test de suppression à la dexaméthasone à haute dose, le niveau d’insuline àjeûn et la
concentration de LDL totale, et ce, dans la même population que celle de Koper et
al.[1 5, 116]. Ils rapportent en effet que, dans cette population, le variant Ser serait
associé à une sensibilité accrue aux GC5[ 161]. En effet, chez les porteurs du variant
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Ser, l’administration d’une faible dose de dexaméthasone, soit 0,25mg, est suffisante
pour induire une suppression adéquate de l’axe HHS et nécessite même la sécrétion
d’insuline pour contrôler l’hyperglycémie secondaire à l’administration de GCs[161].
Cette étude rapporte également une élévation de l’indice de masse corporelle chez les
porteurs du variant, alors qu’aucune différence significative n’est notée au niveau de
la densité osseuse ou de la tension artérielle[161]. L’étude de Lin et al. obtient des
résultats parallèles à ceux d’Huizenga et al.. En effet, ils observent une pénétrance de
83% et 100% de l’obésité chez les porteurs du variant 363 Ser parmi des Australiens
normotendus et hypertendus et l’association de ce variant avec des facteurs de risque
d’athérosclérose, favorisant dès lors le développement de la maladie cardiaque
athérosclérotique[162, 165, 166]. L’étude de Dobson et al. démontre également, chez
une population d’Européen vivant dans le nord-est du Royaume-Uni, une association
du variant 363Ser avec une augmentation du ratio taille-hanche seulement chez les
hommes, mais aucune association avec la tension artérielle, l’indice de masse
corporelle, les lipides sériques et la tolérance au glucose[160]. Des résultats
parallèles sont obtenus par Rousse! et al. qui rapportent l’association avec un surpoids
chez des sujets atteints de diabète de type deux[167]. De plus, Di Blasio et al.
observent que les obèses porteurs du variant 363$er sont davantage sujets à devenir
plus obèses en raison d’une hypersensibilité de la réponse à l’insuline[168]. Il ajoute
que les individus porteurs des polymorphismes 363Ser et Bel I ont une tension
artérielle plus élevée et un mauvais profil lipidique, favorisant ainsi le développement
d’athérosc!érose[ 168].
A.4 Description du cytochrome P450
Les médicaments exogènes sont soumis à deux réactions principales, celles de
phase I et II[73]. Les réactions de phase I conduisent à la formation d’un métabolite
polaire par l’ajout ou le dévoilement d’un groupement fonctionnel dont les
hydroxyles, les amines et les sulfydryles[73]. Certains métabolites sont inactivés à
cette étape et cette polarisation est suffisante à leur excrétion rénale[73]. La plupart
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des enzymes de phase I métabolisant les médicaments se situent dans les membranes
lipophiles du réticulum endoplasmique[73]. Deux types d’enzymes oxydantes y sont
retrouvées : le NADPH-cytochrome c réductase et le cytochrome P450[73]. Pour les
autres médicaments non excrétés, les enzymes de la phase II les modifient en leur
ajoutant un substrat endogène tel l’acide glucuronique, l’acide sulfurique, l’acide
acétique ou un acide aminé[73]. Les principales enzymes de phase II sont la
glutathione-S transférase et la N-acétyltransférase[73]. Dans certains cas, la phase II
peut précéder la phase I[73]. Plusieurs organes ont la possibilité de métaboliser les
médicaments, dont le tractus gastro-intestinal, les poumons, la peau et les reins, et
principalement le foie[73]. Plusieurs isoformes ont été identifiées pour le cytochrome
dont le 3A4[73].
A.4.1 CYP3A4
En plus de constituer près de 30% du cytochrome P450, soit la majorité de ces
isoenzymes, CYP3A4 est responsable du métabolisme des GCs par une 6f3-
hydroxylation et du métabolisme de plus de 60% des médicaments[73, 169-173]. Les
GCs sont par ailleurs un inducteur du CYP3A4 ayant une action synergique sur le
récepteur pregnane-X (RPX)[174-176]. L’action des GCs sur le CYP3A4 est en effet
médiée par le RPX, puisque le gène de CYP3A4 est dépourvu d’un élément de
réponse aux GC5{73, 175, 177]. Le niveau d’expression du CYP3A4 est très variable
d’un individu à l’autre[169, 178-180]. Certains polymorphismes fonctionnels
présents au niveau du RPX expliquent une partie de cette variabilité[181].
A.4. 1.1 Le polymorphisme CYP3A4 A-290G
Un des polymorphismes identifiés dans le promoteur du CYP3A4 génère la
substitution A-290G, située dans un élément de réponse à la nifédipine[16]. Des
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fréquences de 3-4%, 8%, 9%, 54-67%, 78% et 81% sont observées respectivement
chez une population de finlandais, de Caucasiens, d’Hispaniques-Américains,
d’Africiains-Américains, de Sénégalais et de Ghanéens respectivement[1 $2-l 84]. Ce
polymorphisme n’a pas été détecté dans les populations asiatiques[1 82, 184, 185].
CYP3A4 métabolise la testostérone, qui représente l’androgène le plus
important dans la fonction et la croissance prostatique. La réduction du métabolisme
de la testostérone, associée à des taux sériques supérieurs, pourrait ainsi contribuer au
développement du cancer prostatique[ 16]. La relation entre ce polymorphisme et le
risque de cancer de prostate n’a toutefois pas été étudié[183]. D’autre part, CYP3A4
exprimé dans le tissu mammaire, est impliqué dans le métabolisme de plusieurs
stéroïdes sexuels et contribue à la formation d’un métabolite carcinogénique de
l’estrogène[186]. Cependant, le polymorphisme A-290G n’est pas associé à un risque
accru de cancer du sein ou de l’ovaire chez des femmes australiennes âgées de moins
de 60 ans[187]. De plus, le polymorphisme n’est pas relié à une ménarche précoce,
après ajustement pour l’origine ethnique[l 8$].
L’influence du variant A-290G sur l’expression de CYP3A4 est controversée.
Dans des lignées cellulaires tumorales hépatique et mammaire, le variant est associé à
une expression accrue[1 $9]. Toutefois, aucune différence significative dans l’activité
de CYP3A4 selon la distribution allélique du polymophisme est reportée, tel
qu’observé par l’hydroxylation de la testostérone par des microsomes hépatiques j
vitro[l90]. Les études in vivo ne permettent de mettre en évidence un impact majeur
du variant sur l’expression de CYP3A4, puisque ne sont observés qu’une réduction
mineure du métabolisme hépatique de la midazolam et aucune différence significative
dans la déméthylation de l’éiythromycine et la formation dépendante de nifédipine
d’un métabolite du CYP3A4[191, 192]. De plus, l’évaluation de la présence du
variant, chez des individus de race blanche sélectionnés par une faible activité
enzymatique de CYP3A4, ne permet pas d’établir une relation entre le
polymorphisme A-290G et l’activité enzymatique[ 193].
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Les individus porteurs du variant CYP3A4 —290A seraient à risque plus élevé,
par rapport aux porteurs du variant CYP3A4 —290G, de développer une leucémie
post-traitement[194]. Ceci est observé particulièrement avec l’utilisation de
l’épipodophyllotoxine, un agent chimiothérapeutique, associée aux leucémies aiguès
secondaires portant la translocation du gène MLL en 11q23[195]. Les auteurs
proposent que le CYP3A4 —290A ait une activité accrue par rapport au variant,
conduisant à la formation accélérée de quinones potentiellement dommageables pour
l’ADN[194]. Cependant, aucune différence significative n’a été observé dans la
distribution allélique de ce polymorphisme chez deux populations de patients, tous en
rémission de LLA, l’un avec et l’autre sans survenue de LMA ou de syndrome
myélodysplasique, malgré la considération des différences ethniques[196].
B OBJECTIFS ET HYPOTHÈSES
Les GCs sont un atout majeur dans la chimiothérapie de la LLA chez l’enfant.
En effet, les GCs permettent d’atteindre des taux de survie à 5 ans supérieurs à 80%,
lorsque combinés à d’autres agents chimiothérapeutiques. Ces bienfaits doivent
cependant être nuancés par trois aspects.
D’abord, les GCs sont associés à des effets secondaires multisystémiques non
négligeables qui peuvent devenir un obstacle à la poursuite du traitement. Par
ailleurs, une variation inter-individuelle significative dans la sensibilité aux GCs est
rapportée et finalement, le taux d’enfants résistants aux GCs passe de 20% au
diagnostic à 70% lors des rechutes.
La connaissance des déterminants de la réponse aux GCs dans une population
d’enfants atteints de LLA revêt donc une importance primordiale dans l’amélioration
du traitement actuel. L’étude de polymorphismes fonctionnels dans certains gènes
clés impliqués dans la réponse aux GCs pourrait contribuer à une meilleure
compréhension de cette dynamique, dans l’optique de parvenir à des traitements plus
efficients.
L’hypothèse soutenue est donc que les polymorphismes fonctionnels du RG,
soit Arg23Lys, Asn363$er et Bd I, ainsi que le polymorphisme fonctionnel A-290G
de CYP3A4 altèrent la réponse aux GCs et par conséquent soient associés à un taux
de rechute et une toxicité accrus. Il est d’ailleurs envisagé que les polymorphismes
du gène du RG associés à une réduction de l’activité du RG au niveau de l’axe HHS,
c’est-à-dire le variant 23Lys, 363Ser et le variant avec le fragment long de Bel I,
soient associés à davantage d’événements. Il faut toutefois ajouter un bémol à cette
hypothèse, puisque les études qui la soutiennent ne sont pas consensuelles. Pour ce
qui est du polymorphisme A-290G du CYP3A4, puisque le variant —290A est associé
au développement de leucémie post-traitement, il est possible qu’il soit également
associé à un taux supérieur de survenue d’événements.
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Les objectifs de cette étude peuvent être résumés comme suit
1. Polymorphismes Arg23Lys et Asn363Ser du RG et A-290G de CYP3A4:
1.1. développement d’une technique de génotypage à grande échelle par
I’ approche PCR-hybridation allèle spécifique[ 197-201];
1.2. évaluation de la fréquence de ce polymorphisme dans une population
d’enfants atteints de LLA;
1.3. évaluation de la fréquence de ce polymorphisme dans une population
d’individus contrôle non atteints de LLA;
1.4. analyse de l’influence de ce polymorphisme sur l’issue du traitement de la
LLA et sa réponse blastique[66, 202].
2. Polymorphisme Dcl I du gène du RG:
2.1. localisation et caractérisation du polymorphisme à l’aide d’outils bio-
informatiques et de séquençage;
2.2. développement d’une technique de génotypage à grande échelle par
l’approche PCR-hybridation allèle spécifique;
2.3. détermination de la fréquence de ce polymorphisme dans une population
multi-ethnique;
2.4. corrélation de la fréquence retrouvée avec celle rapportée dans la littérature;
2.5. évaluation de la fréquence de ce polymorphisme dans une population
d’enfants atteints de LLA;
2.6. analyse de l’influence de ce polymorphisme sur l’issue du traitement de la
LLA et sa réponse blastique.
C PRÉSENTATION DES ARTICLES
1) Polymorphisms in genes re]evant for corticosteroid response and the outcome
of chuldhood acute lymphoblastic leukemia
Isabelle f leury , Melanie Primeau’, Irina Costea’ Albert Moglwabi”2’ Daniel
and Maj a Krajinovic”2
‘Centre de Recherche, Hôpital Sainte-Justine, Centre Hospitalier Universitaire Mère-
Enfant; 2Département de Pédiatrie, Université de Montréal, Québec, Canada.
Running titie: CYP3A4 and GR gene polymorphisms and childhood ALL outcome
Acknowledgements
We are indebted to ail patients and their parents who consented to participate in this
study. We arc grateful to our colleagues Damian Labuda for discussion and biological
material, Mark Bemstein for facilitating access to ciinical data and Alan Loveil for
criticai reading ofthe manuscript. I.f. has a studentship and M.K. and D.S.
schoiarships of the fonds de la recherche en santé du Québec. The Cancer Research
Society, Inc. and the Centre de Recherche, Hôpital Ste-Justine supported this study.
Corresponding author:
Maja Krajinovic, Centre de recherche, Hôpital Sainte-Justine, 3175 Côte-Ste
Catherine, Montréal (Québec), H3T 1C5, Canada. Tel: (514) 345-4931/ext. 6259;
secretary 3282, fax: (514) 345-4731
FIGURE LEGENDS
Figure 1. Kaplan-Meier estimates of survival probabilities for ALL patients in
the function of genotypes of Bd I polymorphism of GR gene.
Event ftee survival (EFS)(a), disease free survival (DfS) (b) and overail survivai
(OS) (c) curves for patients who are GG homozygous (Iower curves) or have other
genotypes for thc same polyrnorphism (upper curve). The number of patients in each
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curve, numbers of individuals with an event, disease or death (in the parenthesis), as
well as the p value, estimated by log-rank test for the survival differences between the
patients groups, are indicated on each plot.
Abstract
Introduction: Considerable variability in sensitivity to corticosteroids has been
observed among individuals with regard to both natural and synthetic compounds.
The role of genetic polymorphisms in modulating the function ofnatural
corticosteroids, and hence in disease susceptibility, lias been extensively analyzed,
but their impact on therapeutic response remains to be expÏored. The role of
cytochrome P450 3A4 (CYP3A4) in corticosteroid metabolism, and that of
glucocorticoid receptor (GR) in regulation of GR responsive genes, renders the
CYP3A4 and GR polymorphisrns potential modulators oftherapeutic response.
Methods: Towards this aim we analyzed the CYP3A4 A-290G substitution and three
GR polymorphisms (G200A, A1220G and C IVS2+ 646G, or Bd I) in 213 ALL
chiidren treated with corticosteroids.
Resuits: Only the GR 646G variant appeared associated with disease outcome, as
illustrated by 646GG individuals’ lower probability ofevent ftee survival in both
univariate and multivariate models (HRs=2.2, 95% CI=l.0-4.7 and 3.5, 95% CI=l.4-
8.7, respectively).
Conclusion: This association seems to reflect an impact on overail survival (OS)
because the positive correlation has been found between homozygosity for allele G of
Bd I polymorphisrn and OS, but flot with disease free survival probabilities. Further
analyses are required to understand the mechanisms needed to explain the observed
association.
Introduction
Corticosteroids (CS) modulate a large number ofphysiological functions that, along
with their anti-proliferative effect, explain the wide therapeutic spectnim of
synthetically derived compounds used in the treatment ofmalignant, inflammatory
and autoimmune diseases. A considerable variability in CS sensitivity lias been
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observed across individuals. Altered sensitivity to natural CS lias been reported in a
range ofdiseases[106] with the most extreme examples being cortisol hypeneactive
syndrome and cortisol resistance.[107, 10$] Likewise, resistance to synthetic C$ can
liamper the efficacy oftreatment, whereas ïncreased sensitivity might lead to drug
associated toxicity.
Acute lymplioblastic leukemia (ALL) is the most frequent malignancy of chuldhood
whose treatment is composed of multiple chemotherapeutics that have lcd to a
remarkable improvement in cure rates, which today are of 70 to 80%.{26] However,
these figures disguise varying success rates that are dependent upon different disease
or host features. Indeed several pharmacogenetic studies showed that functional
polymorphisms relevant for metabolism of6-MP or action ofmethotrexate can
influence toxicity of event free survival (EFS) probabilities in ALL patients.[203,
204] Beside those drugs, important components ofALL treatment protocols are also
corticosteroids because they reduces cdl proliferation, promotes ccli cycle arrest and
induces cdl death by apoptosis.[75, $6, 88] At relapse, ioss of in vitro sensitivity to
CS is common, whereas various toxic effects have also been reported, including
inhibition ofthe immune system, longer recovely ofhypothalamus-pituitary-adrenal
(HPA) axis,[26, 74, 83, 205, 206] the development of late neurocognitive effects,[81]
and particularly the decrease in bone minerai density.[78]
CS exert their action via binding to the glucocorticoid receptor (GR), which then acts
as a transcriptional regulator of responsive genes. The different GR forrns, resulting
from GR gene variability, can modify C$ effect, thus deregulating biologicai
functions and therefore the underlying susceptibility to rnany diseases.[4, 80, 109]
Likewise, functional GR variabiiity might affect the therapeutic response to CS
dmgs.[80] Support for GR involvement in CS sensitivity also cornes from the recent
findings suggesting that resistance to CS in hematological malignancies might be
mediated by different level of GR isoforms, each with different functional
properties.[129, 142, 207] These differences in GR function miglit also depend on GR
gene polymorphisms whose role as potential modulators of outcome of diseases
treated with CS drugs lias flot yet been addressed.
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Several polymorphisms are described in the GR gene.{ 106] Bd I polymorphism,
corresponding to a C to G substitution in intron 2, located 646 bp from exon!intron
boundary,[208] lias been associated with liigh blood pressure, hyperinsulinemia and
obesity.[77, 154, 156, 157, 159] The G to A polymorphisms at position 200 resuits in
the amino acid replacement of an arginine to a lysine (Arg23Lys).[15] The Lys23
variant has been correlated witli subtie cortisol resistance and a better metabolic
health profile. [116] An A 1220 to G transition causing an asparagine to serine
substitution at codon 36.3 (Asn363Ser)[15] lias been assessed in several studies.[127]
Individuals canying the Ser363 allele had higher sensitivity to exogenously
administrated CS with respect to both cortisol suppression and insulin response.[209]
Other interesting candidates whose polymorphisms might correlate with differential
disease outcome in ALL patients are those iocated in the cytochrome P-450 3A4
(CYP3A4) gene. CYP3A4 is highly inducible by CS, and beside its roTe in the
metabolism of a variety of drugs and carcinogens, it catalyzes the 6-beta
hydroxylation of steroids. [171-173, 180] Inter-individuai variability in CYP3A4
activity can partly be explained by an A-290G polymorphism in the promoter, [210]
which disrupts a putative nifedipin-specific element altering RNA and protein
expression. [211] This polymorphism lias been implicated in the development of
treatment related leukemia.[194]
To assess whetlier variants of CYP3A4 and GR genes miglit correlate with ALL
outcome, we analyzed their association witli event and disease free survival (EFS and




The patients (n=2 13) included in this study are ail chiidren with ALL of french
Canadian origin treated at Sainte-Justine Hospital, Montreal, Canada, between 1928
and 2000, witli the mufti-agent Consortium protocols ofthe Dana-Farber Cancer
Institute (DFCI 87-01, 9 1-01 or 95-01).[66] Patients DNA samples were obtained as
described elsewhere[202] afier obtained informed consent in accordance with
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protocol approved by the Hospital Ethics Committee. Briefly, regarding the
corticosteroid administration, in DFCI 87-01 and DfCI 95-O 1 treatment protocols,
prednisone was given for remission induction (3 weeks) at doses of4Omg/m2/day.
Prednïsone was also administered for 5 days during the intensification and
maintenance phase of treatment in cycles of 3 weeks, at doses of 40 or 120 mg/m2 for
standard or high-risk patients, respectively. In the DFCI 9 1-01 treatment protocol,
during the intensification and maintenance phase, prednisone was replaced by
dexamethasone at doses of 6 or 18 mg/rn2/day, according to risk classes. In addition,
in the DFCI 91-01 treatment protocols, CS were also given as a single drug during the
treatment window, which lasted 3 days and preceded the usual treatment for relapse
induction. Patients were randomized to receive either prednisone at a dose of
4Omg/m2/day or dexamethasone at 6, 18 or 150 mg!m2/day. Intrathecal administration
of hydrocortisone is introduced in the DfCI 95-01 protocol. The dose is age
dependent and varies from 9 to 15 mg.
The distribution ofprognostic factors at diagnosis: sex, age, white blood cdl (WBC)
count, immunophenotype, treatment protocol, risk group and DNA index, among
individuals with and without event was as previously described.[202] for the
analysis, patients were categorized according to relapse risk prediction (boys or girls;
age below I year, 1-10 and above 10; WBC below or above 50X109; B or T ceil type;
standard, high or very high risk and DNA index above or below 1.16, corresponding
to 50 chromosomes).[202] Children who relapsed or had a fatal outcome due to the
disease were defined to have had an event.
Genotyping
DNA segments containing the polymorphie sites were amplified by PCR using 1 Sng
ofgenomic DNA, 0.5!IM ofeach primer, l00iM dNTPs, lOmM Tris-HC1 (pH 8.3),
2mM MgC12, (except for GR1220 where 1 .5rnM MgC12 was used instead) 5OmM
KC1, and lU ofTaq polymerase (Platinum, InVitroGene) in a total volume of50tÏ
for 40 cycles composed of30s at 94°C, 30s at 60°C (for CYP3A4 -290 and GR 1220
sites) or at 58°C (for GR 200 site) and 45s at 72°C. The sequence of forward and
reverse primer pairs used for amplification ofthe regions encompassing the CYP3A4
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-290, GR 200 and GR 1220 polymorphisms were: ctgtaggtgtggcttgttgg and
aagaggcttctccaccttgg, tgtaggattgatattcactgatg and caaaagtcttcgctgcttgg, and
ttcatggtgtgagtacctctgg and gaccagggaagttcagagtcc, respectively. PCR conditions, as
well as primers sequences for the GR C IVS2+646 G (Bd I) polymorphism, were as
described in Fleury et al.[2081
The resulting PCR products were dot-blotted in duplicate on a nylon membrane and
assayed for the presence or absence of a given variant by allele specific
oligonucleotide (ASO) hybridization, as described in Labuda et al.[197] ASO probes
specific for the CYP3A4 A -290 (caagggcaAgagaga), CYP3A4 G -290
(caagggcaGgagaga) GR G200 (ggagaGgggagatgt), GR A200 (ggagaAgggagatgt), GR
A1220 (cggttccgaaaAug) and GR G1220 (cggttccgaaaGttg) alleles were designed.
Hybridizations with ASO-specific labeled probes were carried out at 450 C in an
excess (10-20 fold) of the non-labeÏed ASO probe conesponding to the other variant
allele of the same polymorphism.[208, 212] ASO probe hybridization conditions for
the GR C646G polymorphism were as previously described.[2081
Statistics
Chi-squared tests were used to examine the differences in the ftequency of CYP3A4
and GR genotypes across categories ofdifferent prognostic factors (sex, age, WBC
count, celi type, treatment protocol, risk group and DNA index) as well as between
groups who received different type and dose of CS drugs during the investigation
window. CYP3A4 or GR genotypes are tested as dichotomous variables in EFS, DFS
and OS analysis. The genotypes are grouped together either because oftheir low
ftequency or due to the ftequency difference observed between the event and non
event groups. Homozygous and heterozygous individuals for the minor allele are
combined and compared to major allele homozygotes for the CYP3A4
polymorphism, as well as for GR 200 and 1220 polymorphic sites. For the Bd I
polymorphism, GG individuals (homozygous for the larger allele) are compared to
those without this genotype group. Survival differences obtained by Kaplan-Meier for
patients with different genotypes were determined using a log-rank test. The hazard
ratio (HR with a 95% confidence interval, CI) ofthe analyzed variants was estimated
by Cox regression analysis, with and without the enclosure of the prognostic factors
44
listed above, using the forced entry of ail variables in the mode!. In EFS analysis,
survivai time conesponded to the time between diagnosis and event (n=36), whereas
for the censored cases it corresponded to time between diagnosis and the end of
foilow-up (5 years post treatment), last visit to the hospital, or February 2002 (for
patients receiving therapy or those who have entered the follow-up period). In the
event group, the survival time ranged from 1 to $4 months with a median of 20.5
months, and in the non-event group, it ranged from 2 to 84 months with a median of
62 months. In DfS analysis (n=3 1), survival time corresponded to the time between
diagnosis and relapse (range 1-$4 and median of 24 months), while in OS analysis
(n=19), it corresponded to the time between diagnosis and fatal outcome (range 1-$4
and median of 20 months). Ail analyses were carried out using the SPSS statistical
package (Version 10.0). Linkage disequilibrium between three GR loci sites was
tested with the EH software.[35]
Resuits
Linkage disequilibrium observed between GR sites suggested that haplotypes bearing
any combination ofminor alieles (i.e. 200A, 1220G and Bel I G) were unlikely.
Remaining haplotypes are essentially the same, as if each individua! GR gene variant
were regarded separately. Accordingiy, resuits of the GR gene analysis are presented
for each polymorphie site. The frequency ofgenotypes for both CYP3A4 and GR
genes in patients with and without an event is given in Table I. No significant
difference in distribution of CYP3A4, GR220 or GR 1220 genotypes was observed
between event and non-event group ofALL patients (Table I). In contrast,
homozygous Bel I GG individuals were significantly over-represented among
patients with an event (22 % vs. 10% in non-event group). Likewise, EfS analysis
revealed the reduction of survival probabilities (p=O.05, Fig.la) and an association
with increased risk of event when compared to individuals with other genotype
groups (HR=2.2, 95% CI=1 .0-4.7, p=O.O5). The risk estimate assoeiated with the GG
genotype rernained significant in multivariate analysis when the other prognostic
factors (see Materials and Methods) were included in the mode! (HR=3.5, 95%
CI=1 .4-8.7, p=O.00$), and did flot change if correction for multiple testing is
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considercd (p<O.Ol). We further explored the correlation of the GG646 genotype with
Df S and OS (Fig.1 b and c), which pointed to an absence of association with DFS
(pz=O.2, univariate HR =1.8, 95 % CI=08-4.5), whereas, in contrast, the association
with OS was highly significant (p=0.008, univariate HR=3.4, 95% CF1 .3-9.0 and
p=O.003, multivariate HR=6.0, 95 %CI=1.8-19.9). No conelation was observed
between the C646G polymorphism and prognostic factors, different CS doses given
within the investigation window, or type of CS dnig used. In regard to the latter, the
results stayed the same as in the whole group of patients, if the patients who
underwent treatment with the DFCI 91-01 treatment protocol, which included
dexamethasone instead ofprednisone for maintenance and 3-days CS monotherapy
(see study population), were excluded from the analysis. In such case univariate HR
was 3.0(95% C1=1.2-7.7, p=O.O2) and multivariate HR was 3.7(95% CI1.2-l2.1,
p=O.O3). No other variants showed any correlation with either EfS, DFS or OS
probabilities in this group ofALL patients.
Table I. The ftequency of CYP3A4 and glucocorticoid receptor gene polymorphisms
in ALL chiidren with and without event
Genotypes Event Non-event Log- HR (95% CI); p a HR’ (95%CI);p
N (%) N (%) rank
testa
CYP3A4-290 AA 35 (94,6) 168 (93,9) 1,0 1,0
AG 2(5,4) 10(5,6)
GG 0 (0) 1 (0,6) 0,7 0,7 (0,2-3,1);0,7 1,3 (0,3-5,7);0,8
GR220 GG 38(100,0) 177 (94,1) 1,0 1,0
GA 0(0) 11 (5,9)
AA 0(0) 0(0) 0,2 0,05 (0-34,3);0,4 n.d.
GR1220 AA 36 (94,7) 182 (97,3) 1,0 1,0
AG 2 (5,3) 5 (2,7)
GG 0(0) 0(0) 0,6 1,5 (0,3-6,0);0,6 1,1 (0,35,0);0,9
GR WS2 +646 CC 13 (36,1) 70 (39,5)
CG 15(41,7) 89(50,3) 1,0 1,0
GG 8 (22,2) 18 (10,2) 0,05 2,2 (1,0-4,7);0,05 3,5 (1,4-
8,7);0,008
a Log-rank test reflect the difference between EFS estimated obtain by Kaplan Meier.
Hazard ratio estimates from univariate (HR) and multivariate (HR’) Cox regression
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analysis. n.d. flot done due to the small number of observation. Grouping of
genotypes is defined by bold vertical unes: For the CYP3A4 polyrnorphism, as well
as those of GR gene on the positions 200 and 1220, homozygous and heterozygous
individuals for the minor allele are combined and compared to major allele
homozygotes. For the IVS 2 polymorphism at the position + 646 (or Bel I) GG
individuals are compared to those without this genotype (see methods) HR, hazard
ratio, CI, confidence interval
Discussion
The response ofleukemic ceils to CS is highly predictive ofoutcome in childhood
ALL. At relapse, loss of in vitro sensitivity is common and much higher than when
compared to the loss of sensitivity to other agents[86] and strongly correlates to the
reduced EFS probability in childhood ALL patients.[59, 213] Consequently, the
percentage of chiidren that are resistant to CS drugs rises from 20% at diagnosis to
70% during relapse.[1 1] In general, clinical observations reveal a considerable
fluctuation among subjects in their sensitivity regarding the efficacy of the treatment,
as well as in prevalence and severity of side effects.{9, 125] It is possible that
functional polymorphisms in genes, whose protein product interferes with GR
response, underlie these differences by modifying CS metabolism, as in the case of
CYP3A4, or by modifying the access of CS to target celis, as in the case of GR.
CYP3A4 catalyzes 6-hydroxylation of a number of steroids including dexamethasone
and prednisone.[171-173, 180] h addition, expression ofthe CYP3A4 gene is
markedly induced by glucocorticoids{ 176] that may influence the transformation of
other CYP3A4 substrates.{175] In our study, we failed to detect anyrole ofthe
CYP3A4 A-290G polymorphisrn with childhood ALL outcome, confirming the
resuits ofa recent study by Aplenc et al.,[214] who found that neither the CYP3A4
A-290G nor the CYP3A5 polymorphism were associated with the risk of relapse in
childhood ALL patients. The frequency, of 3.2%, ofthe minor allele ofthe CYP3A4
polymorphism in our group of patients was comparable to several studies reporting
the frequency ofthis CYP3A4 allele in Caucasians, ranging from 3.8% to 5.3%.[182,
190, 215]
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Acting through the HPA axis, altered expression of the GR gene could alter levels of
plasma and urinary cortisol, depending on whether GR function is impaired or
enhanced, thus affecting the factors controlling blood pressure of other aspects of
intermediary metabolism[80] explaining the association ofthese factors with GR
polymorphisms. In spite ofthe absence offunctional significance in vitro for GR
G200A and A1220G polymorphisms,[164] important association was found between
the GR G1220 variant, obesity and cardiovascular disease,[160, 162, 209, 216]
whereas A200 allele correlated to the resistance to the feedback regulation ofthe
HPA axis, as manifested with a favorable metabolic profile.[1 16, 125] Similarly,
numerous studies found the association ofBcl I polymorphisms with indicators of
metabolic health profile, and particularly with obesity, indicating a clear correlation
ofthis polymorphism with the disturbances in HPA axis regulation.[77, 154, 156,
157, 159] Our analysis of GR polymorphisms, that were otherwise found at the same
ftequency as reported by others for Europeans,[15, 116, 154] showed no significant
difference in the survival probabilities between ALL patients with and without the
G1220 or A200 variants, whereas Bd I GG individuals were associated with EFS,
and particularly OS probabilities.
Although association of Bd I polymorphism with altered GR function is quite
obvious,[77, 154, 156, 157, 159] it remains unclear what is the exact effect ofthis
polymorphism on CS sensitivity. Recent study by van Rossum et al.,[217] showed
that the G carriers are associated with hypersensitivity to C$ as demonstrated by
dexamethasone suppression test (DST). Similar conclusion was drawn from in vivo
vascular response to CS.[159] On the other hand, previous report failed to find
significant reduction in cortisol levels following DST.[154] On the other hand,
responsiveness to CS in vitro, as estimated by white blood ceil lysosime release,
showed that GG indivïduals tend to have lower sensitivity for inhibitoiy effects of
dexamethasone suggesting that the association of steroid sensitivity with Bd I
polymorphism might be a tissue specific.[159] In the light of the latter study[159]
lower CS sensitivity could be expected to explain the association between Bd I
polymorphism and ALL outcome. It would be mainly due to the cases with worse
disease progression, since a positive correlation was found with OS, but not with DFS
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probabilities. On the other hand, if higher CS sensitivity for GG individuals were
assumed, as documented by van Rossum et al.,[217] toxicity to CS medication in
ALL individuals with this genotype would rather underlie observed association. In
that regard it is worth noting that lower OS (but flot DFS) probabilities of acute
myeloid leukemia were observed for patients who have glutathione S-transferase
theta (G$TT1) nuil genotype and thus presumably higher sensitivity to chemotherapy
due to the lower GSTT1 detoxification capabilities.[21$, 219]
Recently it was found that polymorphisms at the GR locus could cooperate in their
action. The carriers ofboth the G 1220 variant and the Bd I allele had a more
unfavorable cardiovascular profile than the carriers of either of theses variants
alone. [220] No combined effect ofthese two variants was observed here (data not
shown).
Here we documented the association of the Bd I polymorphism with ALL outcome.
However, further and larger studies are required to replicate this finding and to
understand the exact impact ofthis polymorphism on CS sensitivity, as indicated, for
example, by in vitro ccli sensitivity or biast response. In regard to the latter,
particularly bad prognosis manifested in EFS reduction was observed in children with
poor prednisone response, as estimated by high peripheral blast count following
monotherapy with prednisone.[52, 59] Similarly, a good correlation was found
between in vitro ccli viability and reduction in blast counts following 3-day CS
treatment as a part ofDFCI 91-01 protocol, as shown in collaborative study by
$chwartz et al.[87] The number of patients who underwent such treatment at St
Justine Hospital, and for whom ah data were available, were too low (n=47) to allow
any conclusive results. And finaÏly, further studies are also needed to explain the
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Abstract
Glucocortiocids modulate a large number ofphysiological functions, while
their anti-proliferative effect explains the wide therapeutic use of synthetically
derived compounds. The action of glucocorticoids is dependent on a glucocorticoid
receptor, whose alteration can result in the impairment of a variety of biological
processes or can lead to adverse drug reactions. Polymorphisms ofthe glucocorticoid
rcceptor gene, associated with altered GR function, might therefore underlie disease
susceptibility or variable therapeutic response. One such polymorphism, Bd I, has
been used in several studies of disease susceptibility, though an underlying nucleotide
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substitution has flot yet been described. Using bioinformatic tools, we found the
putative Bd I polymorphie site and designed flanking PCR primers. Digestion ofthe
PCR products with Bd I confirmed the presence of a polymorphism, and direct
sequencing led to the identification of a G to C substitution, 646bp downstream from
the exon2/intron2 junction. We developed two genotyping assays, PCR-RFLP and
PCR allele-specific-oligonucleotide (A$O) hybridization, and used them to estimate
the frequency of the Bd I polymorphism in worldwide populations.
Key Words: glucocorticoid receptor, Bd I, polymorphism, characterization,
genotyping assay
Abbreviations: GCs, glucocorticoids; GR, glucocorticoid receptor
Glucocorticoids (GCs) are steroid hormones that are secreted by the adrenal gland
and have a variety of effects ranging from immune responses, metabolism, celi
growth and proliferation to development and reproduction [206]. GCs have a
significant anti-proliferative effect, which has led to the use of their synthetic
homologues for immunosupression, treatment of inflammation and induction of
cytotoxicity [4, 206]. GCs exert their effect by binding to an intracellular
glucocortiocid receptor (GR), forming a complex which transiocates to the nucleus,
where GCs then regulate the expression of target genes interacting with promoter
glucocorticoid responsive elements [206]. The different GR forms, resulting from GR
gene variability, can affect the regulation ofmany biological functions, such as
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis regulation and GC responsiveness,
thereby underlying susceptibility to many diseases. Indeed, GR mutations have been
associated with altered cardiovascular flinction, metabolic disturbances, and
hematological malignancies [80, 109, 127]. Likewise, functional GR variability might
affect the therapeutic response to corticosteroid drugs [127]. Identification of
different GR gene variants may thus be helpful, either in assessing the role ofGR
genes in disease susceptibility, or in adjudging predisposition to corticosteroid
associated adverse drug reactions.
Several polymorphisms ofthe GR gene, which might have an impact on GC
sensitivity, have been reported [128, 154, 209]. Among these, the Bel I polymorphism
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was identified by Southem blotting using human GR-cDNA specific probes [14]
identifying two alleles with fragment lengths of4.5kb and 2.3kb. Several clinical
investigations have subsequently suggested that this GR polymorphism is linked to
altered GR function [77, 154-159]. An association between Bel I polymorphism and
changes in tissue-specific corticosteroid sensitivity, as well as with poor feedback
regulation ofthe HPA axis, has been reported [154, 159]. This was further
documented by association ofthe Bel I polymorphism with abdominal obesity [77,
156], insulin resistance [154, 157] and development of an atherogenic profile [.154,
15$]. In accordance with this is the finding that the larger allele of Bel lis more
frequent in a group ofindividuals genetically predisposed to develop hypertension
[155]. The molecular identity ofthis polymorphïsm, however, is still unclear, and its
analysis has been based on the laborious and time consuming Southem blot approach,
which requires high quantities ofDNA and is difficult to apply for large-scale
genotyping [77, 154-159].
Here we present the characterization of the Bel I polymorphism, as well as the
application oftwo simple genotyping assays for its detection: PCR-RFLP and allele
specific oligonucleotide (ASO) hybridization. Using these approaches, we assessed
the frequency of this polymorphism in populations ofdifferent origin.
It has previously been suggested that the Bel I site was situated in either the first or
second intron ofthe GR gene [154]. b search for Bel I sites in these gene segments
we used the genomic sequence derived from human chromosome 5 contig (GenBank
accession number NT 029289), on which the exonlintron boundaries were positioned
according to the GR mRNA sequence information (GenBank accession number
NM000 176.1) and BLAST search (http ://www. ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). The
genomic sequence corresponding to the first two introns was analyzed for Bel I
restriction sites using WebCutter 2.0 sofiware
(http://www.firstmarket.eomlcutter/cut2.html). We found three Bel I sites, one in
intron 1 and two in intron 2, whose relative position to the exon2/intron2 boundary is
indicated in Figure la. Only the polymorphie Bel I site in intron 2, 647bp from
exon!intron junction, resulted in the fragment sizes corresponding to those obtained
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by Southern blot experiments (i.e. a fragment of2.2kb generated with the presence,
and 3.9kb with the absence of the Bel-I site; Fig.la). Although the size ofthe larger
allele would be slightly different than previously reported [14], no other Bel I site
produeed a fragment of similar size. Using this information, we designed primers
flanking Bel I site at position +647: forward, 5’-
AAATTGAAGCTTAACAATTTTGGC-3’ and reverse, 5’-
GCAGTGAACAGTGTACCAGACC-3’, and amplified genomic DNA samples from
the Institutiona! DNA bank ofhealthy volunteers, recruited for the study ofhuman
genomic sequences variability (the study was approved by Institutional Ethical
Committee and informed consent was obtained from all participating individuals).
The PCR product of 206bp was amplified in 20E! containing 2Ong of genomic DNA,
0.5DM ofeach amplimer, lOOuM dNTPs, lOmM Tris-HC1 (pH 8.3), 1.5mM MgC12,
5OmM KC1, and 0.5U ofTaq polymerase (Platinum, InVitrogen) using the following
conditions: initial denaturation at 94°C for 5 mm, 40 cycles ofdenaturation at 94°C
for 30s, annealing at 59°C for 30s and extension at 72°C for 45s, followed by a final
extension at 72°C for 7 min. To eonfirm the presence ofthe Bel I polymorphism the
PCR products (10tl) were digested with 4U of Bel I (New England BioLabs) for 6 h
at 50°C, and the resulting digested fragments separated on a 3% agarose gel. The
digestion of the PCR produet gave the following predicted fragment sizes: 90 and
ll6bp in the case of homozygotes for the smaller allele, additional hand of2o6bp for
heterozygous individuals, and only a hand of 206bp for larger allele homozygotes
(Fig. lb). To characterize the underlying base substitution ofthe Bel I polymorphism,
the PCR produet was directly sequenced using the Thermo SequenaseTM Radiolabeled
Terminator Cycle Sequeneing Kit following manufacturer (USB Corporation)
instructions. We found a G to C transition in the second intron, 646 bp from the
exon2/intron2 junction (Fig. le), that abolished the Bel I restriction site (TGATCA to
TCATCA), resulting thus in the larger allele. Similar efforts to replace Southem blot
analysis by PCR-based rnethods in analysis of different polymorphisms have been
reported in the literature [199, 200].
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The identification of the underlying base substitution allowed us to apply a PCR-ASO
genotyping assay that, in addition to PCR-RFLP, has been widely used to analyze
gene mutations and variations in a number ofgenes [201]. We previously reported the
successful use ofthis approach for large-scale genotyping [197]. For this method,
PCR products were denatured in 0.33M NaOH and 1 6.5mM EDTA in a total volume
of 200E! and subsequently transferred, in duplicate, to a HYBOND-N+ membrane
(Amersham Pharmacia Biotech) and UV cross-linked to the membrane. Blots were
pre-hybridized for 30 min at 37°C in a lOml solution containing 1xSSPE (l5OmM
NaC1, lOmM NaH2PO, 1.lmM EDTA, pH 7.4), 0.75M NaC1, 7OmM Tris/HC1 (pH
7.4), 1% SD$ and 200tg/ml heparin. ASO-probes (50 pmols) were 5’-labeled using
y-[32P]-ATP (6,000 Ci/mmol) and T4 kinase (Life Technologies mc) to a specific
activity of 1-3 x 106 cpmlpmol. Hybridization with the 5 pmol ofASO specific probe
was carried out for 30 min at 42°C in an excess (1OX) ofthe non4abelled probe for
the other variant allele ofthe same polymorphism. The membranes were then washed
with 2xSSPE containing 0.1% $DS for 10 min at room temperature, and exposed
ovemight at —80°C with intensifying screens. Identical twin membranes were
hybridized with the allelic probes specific for the G (gag att Gat cag cag) or C (gag att
Cat cag cag) variant of the Bd I polymorphism and read in parallel. DNA samples of
known genotypes served as controls. Representative examples of genotypes obtained
by the ASO approach are presented in Figure ld.
Using these two genotyping assays, we analyzed DNA samples of individuals from a
number of populations, including Africans, Asians (both South-East and East Asia),
Amerindians, Middle-Eastemers, and Europeans. Both methods generated concordant
resu!ts, thus validating the usefulness ofboth assays. The number of individuals with
different genotypes, as well as the frequency of allele C in the tested populations, is
given in Table 1; the highest frequency of allele C was observed in Asians (32.8 ±
8.7%) and the lowest in Amerindians (15.2 + 6.2%). The ftequency observed here for
Europeans is simi!ar to the one reported for the larger allele in Sweden [154].
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We conciude that the characterization of the Bd I polymorphism, together with the
availability of PCR based genotyping approaches, will allow fast screening ofthis
polymorphism in both disease susceptibility and therapeutic response variability.
Further studies ciarifying the reason for an association ofthis polymorphism with
altered GR function will provide additional insight into the variability of GR locus
and the foie of Bel I polymorphism.
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Fig. 1 Molecular characterization and genotyping of the Bd I polymorphism in the GR
gene. (a) $chematic representation ofthe Bel Ipolymorphie locus. The predicted
positions ofBcl I sites in the first and second introns are given relative to exon 2,
whose boundaries positions on the chromosome 5 contig (GenBank accession number
NT_029289) is also indicated. The predicted polymorphic Bd I site is marked in the
bold character. Exons 1 and 2 are represented as boxes. The arrows indicate the
positions ofthe PCR amplimers. The expected restriction fragment lengths, obtained
using Southem blot, are shown below. (b) PCR-RFLP ofthe Bel IpoÏymorphism.
The pattem of PCR product digestion in lane 1 indicates a homozygous individual for
the smaller allele, lanes 2 and 3 contain heterozygous subjects, and lane 4 a
homozygote for the larger allele. (e) Nature ofthe underlying DNA variant. Four
individuals were sequenced: two homozygotes for the smaller allele (lanes 1 and 2)
and two homozygotes for the larger allele (lanes 3 and 4). The G to C substitution in
intron 2 at position +646 is indicated by the arrow. (d) PCR-ASO hybridization assay
ofBel Ipolymorphism. PCR products containing the Bd I polymorphic site were dot
blofted in duplicate. Membranes were hybridized with A$O for the G (lefi panel) or C
(right panel) variant. Hybridization signals in rows D and E indicate homozygous GG
individuals, in rows B and C heterozygotes, whereas those in rows A and F indicate
individuals with the CC genotype.
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Population African f111 European Asian Middle East
N ofindividuals 42 33 38 29 36
Genotype N (%) GG 27 (64.3) 23 (69.7) 18 (47.4) 12 (41.4) 24 (66.7)
GC 13 (3 1.0) 10 (30.3) 18 (47.4) 15 (51.7) 12 (33.3)
CC 2(4.8) 0(0.0) 2(5.3) 2(6.9) 0(0)
Allele C (% + $D*) 20.2+6.2 15.2+6.2 28.9 +7.4 32.8+8.7 16.7+6.2
Genotyping was performed using both PCR-RFLP and PCR-A$O assays. *SD,
standard deviation.
D DISCUSSION
Les GCs constituent un pilier du traitement de la LLA chez l’enfant. Ils
contribuent, avec d’autres agents chimiothérapeutiques, à un taux de survie à cinq ans
supérieur à 80%[2, 3, 38, 39].
L’utilisation des GCs est toutefois suboptimale pour certains individus. Elle est
associée à une tolérance parfois limitée[26, 74, 83, 221, 222] et à une variabilité inter-
individuelle au niveau de la sensibilité[9, 106-108, 124, 125]. Cette variabilité inter-
individuelle se traduit par une fluctuation inter-individuelle significative quant à
l’efficacité du traitement, à la prévalence et à la sévérité des effets secondaires[9,
125]. Par ailleurs, lors de rechutes, la perte de sensibilité in vitro est fréquente et plus
élevée par rapport aux autres agents thérapeutiques, souvent reliée à une réduction du
nombre et de la fonction du RG[44, 52, 59, 86]. La proportion d’enfants est d’ailleurs
plus élevée parmi les enfants ayant eu une rechute[42].
Les modalités de la réponse individuelle aux GCs consistent alors en une
avenue de recherche intéressante; d’autant plus que les modifications de posologie
appliquées uniformément à tous les sujets, tel qu’étudié dans les recherches cliniques
classiques, semblent ne pas convenir à l’amélioration du pronostic d’une portion
minoritaire, mais significative, de patients. La pharmacogénétique s’avère donc un
outil supplémentaire et indispensable à l’amélioration du rendement du traitement. En
effet, il serait des plus judicieux qu’au moment du traitement, le patient recoive une
posologie individualisée qui serait définie par son profil de polymorphismes
fonctionnels.
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D.1 Récepteur des glucocorticoïdes (RG)
Le RG permet la translocation nucléaire et l’activité des GCs, médiée par la
liaison du complexe RG-GCs sur l’ADN au site GRE[8]. Les mécanismes régulant
son activité incluent: la forme f3 qui inhibe la forme Œ active et l’ajustement de sa
concentration intracellulaire selon la durée de son occupation et la concentration
active intracellulaire de GCs[l0, 151, 152]. L’effet de polymorphismes fonctionnels
du RG sur la réponse aux GCs est bien documentée[4, 106, 127]. Puisque le RG
intervient au niveau de l’axe HHS, des dysfonctions cardio-vasculaires sont, entre
autres, attribuées à des polymorphismes du RG[1 16, 159, 161, 162, 168]. L’impact
de ces polymorphismes sur la résistance aux GCs a été relativement toutefois peu
étudiée.
Un des obstacles à l’étude de la résistance aux GCs provient de la discordance
entre les phénomènes in vivo et in vitro. En effet, bien qu’une association in vivo
soit démontrée à plusieurs niveaux entre les polymorphismes G200A et A1220G du
RG et des manifestations cliniques témoignant d’une modification de l’axe HH$, la
démonstration de cet effet in vitro semble moins évidente pour les polymorphismes
RG G200A et RG A1220G [164]. Ceci pourrait s’expliquer par la complexité des
mécanismes de régulation de l’activité du RG qu’il est difficile de reproduire in vitro,
en l’absence de protéines critiques dans certaines liguées cellulaires[161]. Parmi
celles-ci, mentionnons celles reliées aux voies impliquant le GRE, AP-1 et NF
KB[161]. Cependant, toute modification de sensibilité aux GCs in vitro demeure un
indice pronostic majeur[86, 110].
D.1 .1 Polymorphisme G646C dans le RG
La caractérisation du polymorphisme BclI du RG a mené à l’identification de
la substitution d’une cytosine pour une guanine en position 646 de l’intron 2 par
rapport à la jonction avec l’exon 2. Cette substitution entraîne la perte du site de
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reconnaissance de l’enzyme. Cette identification a été rendue possible par
l’élaboration d’une technique de génotypage à grande échelle par l’approche PCR
hybridation allèle-spécifique[ 197]. La fiabilité des résultats obtenus par cette
technique a été démontrée par la confrontation des résultats obtenus avec ceux
obtenus par digestion enzymatique.
Suite au génotypage d’individus de différentes origines soient l’Afrique, le
Sud et l’Est de l’Asie, l’Amérique, le Moyen-Orient et l’Europe, nous avons constaté
que la fréquence observée pour l’allèle 646G des Européens, soit 28,9%, est similaire
à celle rapportée pour une population de Suédois, soit 36,8%, par Rosmond et
al.[154]. La fréquence la plus élevée de l’allèle 646C est observée chez les
Asiatiques, soit 32,8%, alors que celle la plus faible est représentée chez les
Amérindiens, soit 15,2%. La fréquence de ce polymorphisme dans notre population
d’enfants atteints de LLA est de 36,6%.
Les homozygotes GG étaient significativement plus présents dans le groupe
ayant vécu un événement, soit 22%, par rapport au groupe qui n’en avait pas vécu,
soit 10%. L’analyse de la survie sans événement démontre d’ailleurs une réduction
significative de la survie, p=O,05, et une augmentation de la probabilité de survenue
d’un événement lorsque comparé aux autres génotypes étudiés (HR 2,2, 95%
IC=1,0-4,7, p=O,05). L’association de l’allèle 646G, soit celui du long fragment, avec
des manifestations cliniques d’une dérégulation de l’axe HHS est reconnue[154]. De
plus, l’allèle 646G est associée à une hypersensibilité aux GCs, tel que démontré par
un test de suppression à la dexaméthasone et par une vasoconstriction cutanée accrue
lors d’exposition à la budesonide[159, 217]. Puisque l’axe HH$ est régulée à partir
de l’hypothalamus, où s’exerce une rétroaction négative par le RG, les hauts niveaux
de cortisol chez les patients homozygotes pour l’allèle 646G suggèrent une inhibition
insuffisante de l’hypothalamus causée par un RG altéré[154]. En supposant que ce
récepteur porte également une réponse réduite à l’administration de GCs dans un
contexte de LLA, on peut envisager un pronostic moindre chez les patients porteurs
de l’allèle 646G. Notre étude suggère une absence d’association avec la survie sans
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maladie (p=O,2, univariée HR =1,8, 95% IC=O,8-4,5), alors que de façon opposée,
nous observons une association significative avec la survie globale (p=O,OO8,
univariée, HR=3,4, 95% IC=1,3-9,O and p=O.003, multivariée HR=6,O, 95 % IC=1,8-
19,9. Il peut dès lors être supposé qu’une sensibilité réduite aux GCs puisse expliquer
cette association entre le polymorphisme Bd I et l’issue de la LLA, présumant le
phénomène surtout relié aux cas de mauvaise progression de la maladie, puisque la
corrélation positive est présente avec la survie globale, mais non la survie sans
événement. On peut dès lors suggérer que selon la réponse aux GCs évaluée in vitro
chez les patients porteurs de l’allèle 646G, une modification de la posologie en
conséquence pourra être bénéflque[44]. Cependant, d’autres études de nos résultats
seront nécessaires avant de traduire cette information par un ajustement de la
posologie.
Le mécanisme par lequel ce polymorphisme modifie la réponse aux GCs
demeure inconnu. Puisque ce polymorphisme se situe dans une région intronique, il
pourrait indiquer la présence d’un polymorphisme fonctionnel à proximité. Certains
gènes se situant par exemple dans la région du promoteur, pourraient être reliés par
déséquilibre de liaison au polymorphisme Dcl I et ainsi être responsables du
phénotype observé[161]. Il existe aussi la possibilité d’un défaut du processus
normal d’épissage. Bien que les porteurs de ce polymorphisme et du variant 363Ser
soient davantage enclins à développer un mauvais profil cardio-vasculaire, une telle
synergie n’a pu atteindre une valeur significative dans notre étude.
D’autres études seront donc nécessaires afin de préciser la voie empruntée par
ce polymorphisme pour contribuer à la résistance aux GCs.
D.1.2 Polymorphisme Arg23Lys du RG
Lorsque Koper et al. ont identifié la substitution Arg23Lys du RG, ils n’ont pu
conclure à un polymorphisme fonctionnel[15], quoique ceci soit contesté par Van
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Rossum et al., qui rapportent que les porteurs du variant 23Lys seraient moins
sensibles aux effets cardio-vasculaires délétères des GCs{ 116]. Il serait possible que
la différence observée puisse refléter un échantillonnage non superposable, tel que
suggéré par une fréquence du variant 23Lys de 3,7% pour Koper et al., mais de 8,9%
pour Van Rossum et al.. Toutefois, les sujets des deux études ont été recrutés à partir
de la même étude déjà en cours, soit l’étude Rotterdam; la technique de génotypage
étaient équivalente et les critères de sélection étaient similaires. Nous proposons dès
lors que cette différence soit reliée soit à la fréquence plus élevée nécessaire à
l’observation d’un effet masqué par une pénétrance incomplète, soit à l’existence
d’une variable confondante encore non identifiée qui justifie la différence entre les
sujets inscrits aux études. Cette variable pourrait résider dans les habitudes de vie des
sujets, qui pourraient favoriser ou non l’expression du phénotype.
La fréquence du polymorphisme observée chez les enfants atteints de LLA de
notre cohorte atteint 2,4%, ce qui est similaire aux résultats déjà obtenus[161]. Bien
que nos résultats ne permettent d’atteindre une différence significative au niveau de la
survie sans événement selon le variant, ceci pourrait aussi être relié à une puissance
inadéquate de l’étude[15]. Notons toutefois que les porteurs du variant 200A étaient
absents du groupe ayant vécu un événement, alors qu’ils représentaient jusqu’à 6%
des patients n’en ayant pas vécu. Une différence significative entre le groupe ayant
ou non vécu un événement n’a pu être mis en évidence par l’analyse univariée (HR
0,05, 95% CI=0-34,3, p=O,4). L’analyse multivariée n’a pu être réalisée en présence
d’un échantillon de taille insuffisant. Individuellement, ce polymorphisme ne peut
donc être reconnu comme contribuant à la résistance aux GCs dans le groupe
d’enfants atteints de LLA étudié.
D.1.3 Le polymorphisme Asn363$er du RG
Dans certaines études le polymorphisme Asn363Ser du RG n’est pas associé à
la résistance aux GC5[15, 114, 115, 163]. Cependant, Huizenga et al. rapporte une
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hypersensibilité associée au variant 363$er, qui a été plus tard appuyée[161]. En
effet, ces derniers rapportent une réponse accrue chez les porteurs du variant 363$er
pour la suppression à la cortisone et la réponse d’insuline[161], probablement
secondaire à l’apparition d’une sérine qui, une fois phosphorylée, permet une
transactivation accrue des gènes cibles[ 160]. Plusieurs études observent un aspect
fonctionnel pour ce polymorphisme. Elles rapportent également des associations à un
mauvais profil lipidique et à l’obésité, deux facteurs de risque majeurs de maladie
cardiaque athérosclérotique[162, 165, 166]; une association avec une élévation du
ratio taille-hanche chez les hommes{160]; une association avec la surcharge
pondérale chez des sujets atteints de diabète de type 2[167] et une plus grande
susceptibilité à devenir davantage obèse[ 160, 167, 168].
Encore une fois, la fréquence du polymorphisme varie avec les études, celle
d’Huizenga et al. représentant près du double, soit 6,0%, de celle de Koper et al. ou
de Dobson et al., qui est de 3,0%. Nous observons une fréquence de 1,6% chez une
population d’enfants atteints de LLA. La différence d’effet observé pourrait donc
être expliquée par les mêmes mécanismes que ceux évoqués précédemment pour le
polymorphisme Arg23Lys.
Nos résultats suggèrent une tendance des individus porteurs du variant 363Ser
à être davantage atteints par les événements, dont l’importance n’a su atteindre une
valeur significative, tant au niveau de l’analyse univariée (HR 1,5, 95% CI=0,3-6,0,
p=O,6), qu’au niveau de l’analyse multivariée (HR 1,1, 95% CI=0,3-5,0, p=O,9). Par
conséquent, ce polymorphisme ne peut pas être utilisé afin de prévoir l’évolution de
la LLA. Cependant, d’autres études, dont les paramètres et conditions de réalisation
seront différentes, pourraient démontrer une relation, dont l’existence peut être
masquée dans notre étude en présence d’une taille de population réduite. De façon
analogue, Anderer et al. n’avaient initialement pas démontré de relation entre la
réponse aux GCs et les polymorphisme de la GST, mais d’autres études ont plus tard
permis de documenter une association avec le risque de rechute[63, 223].
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D.2 CYP3A4
CYP3A4 est responsable du métabolisme de plus de 60% des médicaments,
incluant la 6f3-hydroxylation de la dexaméthasone et de la prednisone{66, 73, 169,
170, 189]. Par ailleurs, les GCs induisent le CYP3A4 et ainsi le métabolisme des
nombreux substrats de ce demier[175, 176, 224].
D.2.1 Le polymorphisme A-290G du CYP3A4
Ce polymorphisme a été retrouvé avec une fréquence très variable au sein de
différentes populations étudiées. Étant absent chez les Asiatiques, la fréquence de ce
polymorphisme atteint 81% chez des Ghanéens[ 182, 183, 192]. Notre étude montre
une fréquence de 3,2% dans une population d’enfants Canadiens-Français atteints de
LLA, fréquence similaire aux 3,8% à 5,3% rapportés chez les Caucasiens[182, 190,
215], quoique inférieure aux 9% déjà rapportés chez des Caucasiens des États
Unis[16, 189]. Par ailleurs, cette fréquence n’est pas significativement différente de
celle retrouvée chez une population de Canadien-Français contrôle, soit 2,5%.
Le variant —290A est associé à une incidence accrue de leucémie post
traitement, possiblement secondaire à une activité accrue du CYP3A4, qui
augmenterait la formation de carcinogènes actifs[ 194]. Par ailleurs, le variant —290G
est associé à des cancers de prostate de stade avancé lors du diagnostic[ 187, 193].
Notre étude ne permet pas d’apprécier une relation de ce polymorphisme avec la
réponse thérapeutique chez des enfants atteints de LLA (analyse univarié : HR 0,7,
95% CI=0,2-3,1, p=O,7) et analyse multivariée (HR 1,3, 95% CI=0,3-5,7, p=O,8), tel
que déjà rapporté par Aplenc et al.[214]. La contribution individuelle de ce
polymorphisme est donc mineure, si présente, dans la réponse aux GCs chez des
enfants atteints de LLA.
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D.3 Analyse combinée des polymorphismes
Le protocole de traitement inclut une combinaison d’agents
chimiothérapeutiques, chacun impliquant des voies distinctes, mais complémentaires.
La définition du profil de réponse au traitement devrait donc faire intervenir une série
de polymorphismes dans des gènes candidats pertinents afin de mieux représenter la
complexité de cette réalité. Ceci a d’ailleurs déjà été rapporté par la présence d’une
synergie entre le variant CYP lAi *2A et le variant homozygote pour la délétion GST
Ml ou le variant N-acétyltransférase 2 associé à une acétylation «lente » quant au
risque de développer la leucémie{37, 225]. D’autres associations, déjà discutées dans
l’introduction, sont associées à un mauvais pronostic, dont l’association d’une triple
répétition d’un tandem dans le promoteur de la thymidylate synthase et CCND1 et
l’association encore de cette triple répétition avec l’haplotype T677A1298 du 5,10-
méthylenetétrahydrofolate réductase ou l’allèle Al 958 dc la
méthylenetétrahydrofolate déhydrogénase, deux gènes dont les produits sont
impliqués dans le métabolisme du folate et modulent potentiellement l’action des
chimiothérapie antifolate[65, 226] Aucune association parmi les polymorphismes
étudiés n’a atteint de valeur significative.
D.4 Réponse aux GCs
Des doses accrues de GCs améliorent la réponse thérapeutique au niveau des
blastes médullaires, probablement en surmontant un mécanisme de résistance relié à
un nombre réduit de RG en périphérie[87]. Ceci a été démontré chez des patients
soumis au protocole DFCI 9 1-01, où les trois premiers jours de traitement incluent
exclusivement des GCs à des posologies différentes. Une différence significative de
la réponse thérapeutique, mesurée par la réduction de blastes médullaires, chez ceux
ayant reçu une dose standard de GCs selon le protocole du DFCI 91-01, est notée
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selon le niveau de sensibilité aux GCs évalué in vitro par le nombre de RG et la
concentration de dexaméthasone requise à la réduction de 50% de la viabilité des
cellules leucémique in vitro[87]. Cette différence disparaît cependant en augmentant
la dose[87]. Nous observons une tendance similaire chez un groupe de 47 patients
ayant reçu le même protocole, soit une meilleure réponse en augmentant la dose de
GCs(p=0,03). Cependant, les polymorphismes étudiés ne semblent pas associés à
cette tendance, que ce soit au niveau du groupe ayant reçu la dose standard que pour
l’ensemble des patients. La taille réduite de la population ne peut être éliminée
comme cause contribuant à l’absence de relation observée. Il est également possible
que la période de trois jours constitue une exposition insuffisante pour mettre en
évidence l’influence des polymorphismes étudiés. Par ailleurs, l’étude de Schwartz et
al. n’observaient pas de différence significative entre la survie et la réponse mesurée
par la réduction du nombres de blastes médullaires[87j. Il est donc possible que les
polymorphismes étudiés entraînent une modification du pronostic chez une minorité
de patients non perceptible par l’étude du décompte blastique.
Les différentes protéines permettant l’action des GCs, que ce soit en amont ou
en aval de la liaison du récepteur aux GCs, constituent des cibles potentiellement
responsables de résistance. L’interaction des GCs avec les facteurs de transcription
Nf-KB et AP-1 sont d’ailleurs d’une importance certaine dans leur action. L’étude du
variant du gène NF-icB portant l’insertion d’une adénine en position 2314, associé à
une réduction de l’effet inhibiteur sur Nf-KB des GCs, pourrait justifier une réponse
suboptimale chez des patients atteints de l’une des multiples pathologies
inflammatoires où les GCs synthétiques constituent un traitement de choix[227]. Par
exemple, une réponse inadéquate au traitement de GCs est une indication opératoire
dans 50% des cas de maladie de Crohn et dans 20% des cas de colite ulcéreuse[22$j.
Un autre mécanisme de résistance a été proposé en lien avec AP-1. Il a été
initialement supposé qu’une élévation des taux d’AP-l, dont l’action est antagoniste à
celle des GCs au niveau inflammatoire, serait observée davantage chez les patients
atteints de LLA résistants aux GCs que chez ceux sensibles. Toutefois, et ce,
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paradoxalement, le niveau d’AP-l chez les patients atteints de LLA et résistants aux
GCs était supérieure à celui retrouvé chez les patients sensibles aux GCs[ll]. De
plus, une autre étude menée chez des patients atteints de LLA et leucémie lymphoïde
chronique n’a pu mettre en évidence une association entre le taux d’AP-l et la
résistance aux GC5[229]. Puisque la base moléculaire de la résistance par une hausse
des taux d’AP-l semble plausible via l’inhibition de l’apoptose[230], malgré les
résultats rapportés, la recherche de ce phénomène chez des patients atteints de LLA
pourrait tout de même fournir la possibilité de caractériser un nouveau
polymorphisme.
Des polymorphismes dans les gènes responsables du métabolisme des GCs, tels
la 1 1f3- HSD, la 3Œ-H$D et la 5Œ- ou 5-réductase, pourraient aussi contribuer à la
résistance aux GCs par une activité enzymatique accrue, réduisant ainsi la
concentration sérique efficace. Des polymorphismes fonctionnels dans ces gènes
n’ont toutefois pas encore été caractérisés.
D’autres variants du gène du RG pourraient aussi être étudiés. Parmi ceux-ci, les
variants $651F et T504$, identifiés chez des patients atteints de dermite atopique et
dont la réponse thérapeutique aux GCs est respectivement réduite et accrue,
pourraient se retrouver chez les patients atteints de LLA dont la réponse aux GCs est
altérée{227]. Un polymorphisme de longueur de fragment de restriction, TthlllI,
situé dans la région 5’ du gène du RG est associé à une secrétion basale élevée de
cortisol qui pourrait être secondaire à une sensibilité altérée aux GCs modulée par le
RG et pourrait justifier une modification de la réponse aux GCs chez des enfants de
LLA[154].
L’étude de l’influence des variants V14OM, D163G et A370T du gène du RPX
pourrait également être intéressante. Puisque, suite à l’administration de GCs, le
RPX induit l’expression du CYP3A4, des variations de son affinité pour les GCs ou
le CYP3A4, telles que rapportées pour ces polymorphismes, pourraient modifier de
façon significative l’expression du CYP3A4 et ensuite des produits métabolisés[181].
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La résistance aux GCs constitue un obstacle majeur à l’amélioration du pronostic
de la LLA. La résistance aux GCs est également observée chez près de 20% des cas
de maladie de Croim et 16% des cas de colite ulcéreuse, 5% des patients asthmatiques
et certains patients atteints d’arthrite rhumatoïde{228, 231, 232]. Une résistance
médiée par des polymorphismes responsables de la surexpression du gène de
résistance aux multi-drogues, provoquant la sortie des GCs hors des cellules, est
observée dans les cellules visées dans le traitement des maladies inflammatoires
intestinalest22$]. Il serait dès lors intéressant d’étudier l’application de ce
mécanisme chez les enfants atteints de LLA et résistants à l’actions des GCs et d’en
caractériser le polymorphisme fonctionnel sous-jacent. Par ailleurs, la combinaison
d’une faible expression du récepteur fonctionnel GR-Œ et d’une expression normale à
élevée de sa forme inhibitrice complémentaire, GR-f3, est rapportée comme un autre
mécanisme de sensibilité altérée aux GCs qu’il serait intéressant d’explorer[6].
E CONCLUSION
La LLA représente la néoplasie la plus fréquente chez l’enfant. Les GCs forment
une des pierres angulaires du traitement de la LLA qui permet d’atteindre une survie à
5 ans supérieure à 80%. La réponse aux GCs constitue d’ailleurs le meilleur
indicateur de l’issue du traitement. Cependant, les GCs sont associés à une
résistance, à une variabilité inter-individuelle significative et à une toxicité qui
limitent leur efficacité.
L’influence de polymorphismes dans des gènes du métabolisme des
corticostéroïdes a été investiguée dans la présente étude afin de préciser les modalités
de la réponse aux GCs dans un contexte de LLA chez l’enfant.
Les polymorphismes Arg23Lys et Asn363$er du RG et A-290G du CYP3A4 ont
été étudiés et aucune distribution significative parmi les groupe avec ou sans
événement n’a pu être mis en évidence, ni aucune association à l’évolution de la
LLA. Ce projet a permis l’identification et la localisation du polymorphisme de
longueur de fragment de restriction Bd I défini par la substitution d’une cytosine
pour une guanine en position 646 de l’intron 2 par rapport à la jonction avec l’exon 2,
entraînant la perte du site de reconnaissance de l’enzyme de restriction. Les individus
homozygotes 646GG étaient significativement plus représentés dans la population
d’enfants ayant subi un événement, quoique l’association avec un risque accru
d’événement n’ait atteint un seuil statistique. L’influence de ce polymorphisme
pourrait toutefois être évaluée d’abord à plus grande échelle, puis en clinique lors
d’une étude prospective, où les patients seraient divisés en groupes dont le traitement
serait adapté ou non au profil génétique. Il s’impose qu’une définition plus précise du
profil génétique, obtenue par la caractérisation de polymorphismes fonctionnels
supplémentaires, augmenterait l’efficacité d’une telle avenue de traitement.
Tel que mentionné précédemment, le polymorphisme Bd I du gène du RG est
situé dans une région intronique. Il serait dès lors intéressant, par des analyses de
liaison, d’évaluer l’existence potentielle d’un polymorphisme fonctionnel pouvant
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expliquer les manifestations cardio-vasculaires observées, ainsi que toutes les
modifications de l’intégrité de l’axe HH$ rapportées.
En définitive, la poursuite de l’étude des polymorphismes fonctionnels
déterminant la réponse aux GCs permettra d’approfondir nos connaissances sur les
bases moléculaires de l’action intracellulaire des GCs afin, éventuellement, d’en faire
bénéficier la recherche clinique dans les multiples pathologies dont le traitement
sollicite les GCs.
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